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RESUMEN 
 
En este estudio se determinó, por ensayos enzimáticos de liberación de fosfato 
inorgánico (método Fiske-Subbarow), la presencia de actividad ATPasa, 
establecida como Na+ ATPasa, Na+/K+ ATPasa, Ca2+ ATPasa y F1F0 ATPasa en 
membranas de micobacterias. El hallazgo más importante del trabajo consiste en 
la demostración que los AMPs, Magainina-I, Mastoparán y Cecropina B, a los que 
se les comprobó capacidad inhibitoria del crecimiento frente a M. tuberculosis 
H37Ra y M. smegmatis, interfieren con la actividad ATPasa basal de membrana 
de las micobacterias. Mediante ayudas bioinformáticas se diseñó un nuevo péptido 
basado en modificaciones en la secuencia del péptido Magainina-I, que además 
de tener una actividad antimicobacteriana mejorada fue capaz de inhibir el 
bombeo de protones de la enzima F1F0 ATPasa de M. tuberculosis H37Ra. Se 
concluye que las técnicas de modificación de péptidos pueden mejorar la actividad 
frente a M. tuberculosis y, por primera vez, se demuestra que estos péptidos 
pueden afectar la actividad de proteínas ATPasa de membrana, vitales para las 
micobacterias 
 
Palabras claves: Mycobacterium tuberculosis, proteínas ATPasa de transporte 
iónico, multi drogo-resistencia, péptidos Antimicrobianos. 
 
 
 
ABSTRACT 
 
 
In this study were determined by enzymatic assays of release of Pi (Fiske-
Soubbarow Method) in membrane vesicles from mycobacteria, the presence of 
ATPase activity, established as Na+ ATPase, Na+/K+ ATPase, Ca2+ ATPase and 
F1F0 ATPase. The most relevant finding of the work is the demonstration that the 
AMP Magainin-I, Mastoparan and Cecropin-B, which were confirmed 
antimycobacterial activity, in this study, interfere with the basal ATPase activity of 
the mycobacterial membrane. By bioinformatics aids a new peptide has designed, 
which in addition to enhanced antimycobacterial activity was able to inhibit the 
proton pumping F1F0 ATPase enzyme M. tuberculosis H37Ra. In conclusion, 
peptide modifications techniques can improve the activity against M. tuberculosis 
and for the first time, demonstrates that these peptides can affect the activity of 
ATPase in membrane proteins, vital for mycobacteria. 
 
Keywords: Mycobacterium tuberculosis, ATPase ion-transport proteins, multi drug 
resistance, antimicrobial peptides. 
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INTRODUCCIÓN 
 
Las infecciones causadas por micobacterias continúan siendo causa de alta 
morbilidad y mortalidad, particularmente, en países en desarrollo. La tuberculosis 
(TBC), es una enfermedad altamente infecto-contagiosa, causada por 
Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), se encuentra ubicada en el segundo 
lugar de prevalencia como causante de muerte, después del SIDA [1]. La lenta 
tasa de crecimiento de este bacilo y su tendencia a permanecer en estado latente 
constituyen los principales obstáculos para el tratamiento efectivo de esta 
enfermedad. Una de las prioridades en el control de las micobacterias ha sido la 
búsqueda de nuevos agentes terapéuticos, siendo los péptidos antimicrobianos 
(AMPs), una alternativa poco estudiada como compuestos potenciales 
antimicobacterianos [2]. 
 
En el presente estudio se propuso analizar, mediante difusión radial, la actividad 
de doce péptidos de actividad potencial antimicrobiana contra micobacterias. Los 
resultados indican que de estos doce péptidos, únicamente Mastoparán, 
Magainina-I y Cecropina-B, inhiben el crecimiento de M. smegmatis y M. 
tuberculosis H37Ra. De forma paralela, se estandarizó la determinación de la 
Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) de estas micobacterias, mediante el 
ensayo colorimétrico con indicador de viabilidad, Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-
yl)-2,5 difeniltetrazolio, MTT, en microplaca. Se encontró que Mastoparán, 
Cecropina-B y Magainina-I inhiben de forma similar el crecimiento de M. 
smegmatis y M. tuberculosis H37Ra, mostrando actividad variable frente a cuatro 
aislados clínicos de M. tuberculosis. Dos de estos aislados clínicos estudiados, 
presentaron una sensibilidad frente a Magainina-I y Mastoparán claramente 
mayor. 
 
Por otra parte, se estandarizó y se puso a punto, una técnica para obtener 
membrana plasmática de micobacterias. Estas membranas fueron utilizadas en el 
estudio de las proteínas de membranas tipo ATPasa y del efecto de los péptidos 
antimicrobianos (AMPs) sobre dicha actividad ATPasa. 
  
Con ayuda de las herramientas bioinformáticas, empleando el servidor AntiBP 
(http: //www. imtech.res.in/raghava/antibp/) [3], se realizaron modificaciones de la 
secuencia del péptido Magainina-I, lo que permitió crear un nuevo péptido formado 
por la secuencia (N-GIGKFLKSKGKFGKA), el cual presentó una mayor actividad 
inhibitoria al conseguir reducción de la viabilidad celular de las micobacterias a 
concentraciones inferiores que la del péptido original. 
 
En este estudio, hemos determinado, por primera vez, mediante ensayos 
enzimáticos de liberación de fosfato inorgánico (Pi) (método Fiske-Subbarow), en 
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vesículas de membranas de micobacterias, la presencia de actividad ATPasa, 
establecidas como Na+ ATPasa, Na+/K+ ATPasa, Ca2+ ATPasa y F1F0 ATPasa.  
 
De manera especifica, se identificó actividad de bombeo de protones llevada a 
cabo por la enzima F1F0 ATPasa, la cual fue monitoreada, según la disminución de 
la absorbancia de la sonda anaranjado de acridina (OA) [4].  
 
Los sistemas implicados en la regulación del pH citosólico son fundamentales para 
la supervivencia de todos los organismos y son particularmente importantes para 
aquellos que están expuestos a altas concentraciones de protones extracelulares 
durante su ciclo de vida, incluso durante la infección del huésped. Se reconoce la 
importancia de los sistemas de transporte ATPasa en las membranas de las 
micobacterias en la regulación del pH intracelular independiente de las 
condiciones ácidas del medio externo [5].  
 
De manera trascendental, se encontró que la presencia de los AMPs, Magainina-I, 
Mastoparán, Cecropina B y el péptido Modificado-I, frente a los cuales se pudo 
determinar cierta actividad antimicobacteriana, interfieren de manera dependiente 
de la concentración con la actividad ATPasa basal de la membrana de las 
micobacterias y, de manera específica, con la actividad de bombeo de protones 
dirigido por la enzima F1F0 ATPasa. Concretamente se encontró que la actividad 
ATPasa basal de membrana plasmática de M. smegmatis disminuye entre el 24-
30% por la acción de los diferentes péptidos seleccionados 
 
La actividad obtenida con el péptido Modificado-I según el planteamiento de este 
estudio, al igual que los otros trabajos publicados sobre modificaciones de los 
AMPs, como la evaluación de la actividad biológica de segmentos cortos de AMPs 
[6], apoyan la utilidad de estrategias de mejoramiento de los péptidos con 
actividad antimicobacteriana, los cuales tienen la ventaja adicional de ser cortos y 
factibles de generar por síntesis química. 
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 
 
En las últimas décadas, la incidencia de las infecciones producidas por 
micobacterias ha aumentado de forma dramática, en especial las causadas por 
M. tuberculosis, agente etiológico de la tuberculosis (TBC). Este 
microorganismo infecta a un tercio de la población mundial, produce más de 
ocho millones de nuevos casos TBC y mata a más de dos millones de personas 
cada año. La Organización Mundial de la Salud, en su informe anual del 2008, 
alerta sobre el crecimiento de las infecciones causadas por micobacterias, a 
pesar de los avances realizados a nivel mundial [1].  
 
La ocurrencia de las infecciones micobacterianas se incrementa, principalmente, 
por la coinfección con el VIH y la aparición de cepas de micobacterias 
resistentes a los compuestos antituberculosos, en especial las cepas 
extremadamente resistentes a los antibióticos (XDR) y la existencia de la TBC 
latente [7]. En Colombia, en el año 2008, se reportó el primer caso de TBC 
causado por la cepa XDR Beijing, cepa de tuberculosis que ha producido 
epidemias en muchos de los países donde se ha detectado; lo que pone al País 
en una situación de alerta sanitaria frente a la TBC multiresistente. 
 
La búsqueda de nuevas alternativas terapéuticas es una prioridad para el 
control de las infecciones causadas por micobacterias. El desarrollo de agentes 
antituberculosos requiere del conocimiento de nuevas dianas celulares 
esenciales, al igual que sus mecanismos de acción; por lo tanto, el desarrollo de 
la presente propuesta puede aportar a la búsqueda de nuevos compuestos 
antituberculosos orientados a combatir la micobacteria resistente y/o latente. De 
igual forma, a mediano y largo plazo, se podría contribuir al control de las 
infecciones producidas por micobacterias, un problema grave de salud pública 
tanto en países industrializados como en vía de desarrollo. Frente al agente 
causal de la TBC se han desarrollado diferentes esquemas terapéuticos, contra 
los cuales éste ha alcanzado cierto nivel de resistencia.  
 
Por lo anterior y con el fin de proponer una nueva estrategia alterna, se hace 
importante demostrar la actividad de AMPs sobre los sistema de transporte tipo 
ATPasa de M. tuberculosis H37Ra y M. smegmatis, involucrados en el 
mantenimiento de los gradientes iónicos, control del volumen celular y función 
de otras proteínas intracelulares importantes [8] y, de manera específica, con la 
enzima F1F0 ATPasa, cuya función es fundamental para la supervivencia de las 
micobacterias, ya que es vital para el control del pH interno cuando se 
encuentran en condiciones desfavorables de nutrientes y acidez. [9].  De esta 
forma se pretende identificar un nuevo mecanismo de acción de los AMPs frente 
proteínas claves en la supervivencia de las micobacterias, lo anterior en 
búsqueda de un nuevo diseño terapéutico contra la TBC.  
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2. HIPÓTESIS 
 
Debido a la alta resistencia que M. tuberculosis ha desarrollado frente a los 
medicamentos utilizados actualmente, la búsqueda de nuevos agentes 
antimicobacterianos que tengan actividad sobre proteínas esenciales para la 
supervivencia de esta bacteria, es una estrategia dirigida acertadamente hacia la 
cura para esta enfermedad y demás enfermedades causadas por micobacterias. 
Se plantea determinar si los péptidos antimicrobianos Cecropina-B, Mastoparán, 
Magainina-I y un nuevo péptido antimicrobiano modificado y sintetizado, tienen 
efecto sobre la actividad de la enzima F1F0 ATPasa de las  micobacterias, la cual 
está íntimamente implicada en la regulación interna de protones. Esta regulación 
es fundamental en el funcionamiento de proteínas intracelulares vitales y 
reacciones bioquímicas importantes. La demostración de esta relación puede 
contribuir en el reconocimiento de un mecanismo de acción diferente de los AMPs, 
lo que constituye un aporte en la investigación sobre soluciones a la resistencia 
antibiótica. 
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3. OBJETIVOS 
3.1. Objetivo general 
Establecer la relación que pueda existir entre la actividad del sistema de transporte 
ATPasa que regula las concentraciones intracelulares de protones en 
Mycobacterium tuberculosis y la acción de los péptidos antimicrobianos, los cuales 
son vistos como una alternativa farmacéutica que busca hacer frente a la 
problemática actual de resistencia antibiótica bacteriana. 
 
3.2. Objetivos específicos 
 
 Determinar la actividad de péptidos antimicrobianos de actividad 
comprobada contra patógenos intracelulares, frente a las micobacterias, 
mediante la técnica de difusión radial y la determinación de la concentración 
mínima inhibitoria (CMI) por el método colorimétrico MTT. 
 
 Diseñar un nuevo péptido modificado utilizando herramientas 
bioinformáticas y proceder a su síntesis y evaluación de su actividad 
mediante la técnica MTT. 
 
 Determinar la actividad enzimática ATPasa implicada en el transporte y 
regulación de la concentración de protones en vesículas de membranas de 
la bacteria no patógena lenta crecedora M. turbeculosis H37Ra como una 
aproximación a las características de las enzimas tipo ATPasa de M. 
tuberculosis H37Rv.   
 
 Determinar el efecto del péptido antimicrobiano modificado sobre la 
actividad ATPasa total y de manera específica, sobre la enzima ATPasa 
encargada de la regulación de protones en vesículas de membranas de M. 
turbeculosis H37Ra. 
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4. MARCO TEÓRICO Y ESTADO DEL ARTE 
4.1. Tuberculosis, una amenaza latente 
La tuberculosis (TBC), es una enfermedad infecciosa causada por micobacterias 
pertenecientes al complejo Mycobacterium tuberculosis. La especie más 
importante y representativa, causante de la TBC es Mycobacterium tuberculosis 
(M. tuberculosis) o bacilo de Koch [10]. Aunque esta bacteria afecta principalmente 
a los pulmones, puede atacar el sistema nervioso central, el sistema linfático, 
circulatorio, genitourinario, gastrointestinal, óseo, articulaciones y la piel [2]. 
 
Los estudios hechos por Robert Koch en 1883 para la identificación del agente 
causal, marcaron las primeras sendas para el estudio de esta enfermedad. Estos 
hallazgos, seguidos por el desarrollo de las técnicas de coloración y cultivo 
realizadas por Paul Erhlich, Franz Ziehl y Friedrich K. A. Nielsen, proporcionaron 
las primeras herramientas para combatir racionalmente esta patología [10]. Desde 
entonces y por más de un siglo de estudios, se han desarrollado entre otras, una 
vacuna y varios agentes quimioterapéuticos. Aun así, en la actualidad, la TBC 
sigue siendo la mayor causa de muerte en el mundo debida a un agente 
infeccioso.  
 
Las características especiales de M. tuberculosis como, tasa lenta de replicación, 
complejidad de la pared celular, resistencia a condiciones inhóspitas y a 
antibióticos antituberculosos, hacen necesario el estudio de los factores implicados 
en los procesos de resistencia, así como en la invasión de M. tuberculosis e 
interacción con el huésped, encaminado al desarrollo de nuevas alternativas 
terapéuticas [11].  
 
4.2. Situación actual de la TBC 
A pesar que la TBC ha afectado a la humanidad a través de la historia y del interés 
de la comunidad científica internacional, los estudios estadísticos realizados por la 
Organización Mundial de la Salud (OMS) encontraron, en el año 2008, cerca de 
9,4 millones de nuevos casos de TBC y de 1,8 millones de muertes por esta causa 
[1]. Lo anterior se puede ver agudizado debido al alto grado de subregistros en 
regiones como África y Latino América. La aparición de cepas resistentes a los 
agentes terapéuticos utilizados actualmente, ha empeorado el escenario. Se 
estima que en este mismo año aparecieron en el mundo 440000 personas con 
TBC multiresistente (MDR), de las que la tercera parte fallecieron. Se suma a lo 
anterior el hecho de que sólo se diagnostica el 7% del total de pacientes de MDR, 
lo que señala la necesidad urgente de mejorar los métodos diagnósticos y 
tratamientos eficientes [7]. 
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La OMS, en un informe actual reporta una tasa alarmante del 25% de TBC que no 
responde a los tratamientos terapéuticos convencionales en algunas regiones del 
mundo. Las regiones que presentan mayor tasa de multirresistencia (MDR) y 
extrema resistencia (XDR) son el  noroeste de Rusia, Europa oriental, India, China 
y África [1]. Figura 1. 
 
 
 
Número de casos 
nuevos de TBC (todas 
las formas) por cada 
100.000 habitantes.
0-24
25-49
50-99
100-299
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Figura 1.  Número estimado de casos de TBC en el año 2008.  
Fuente: WHO Report 2008/Global Tuberculosis control. The Global Plan to Stop TBC, 2006–2015. 
Geneva, Stop TBC Partnership and World Health Organization, 2008 (WHO/HTM/ STB/2006.35). 
 
 
Colombia es un país clasificado como de riesgo medio para TBC, siendo el 
problema más agravado en las regiones de eje Cafetero, Amazonía y Orinoquía. 
En estas regiones, la cobertura limitada del sector salud, abandono de tratamiento 
y migraciones, son las razones que complican aún más esta situación [12]. En los 
demás departamentos que se clasifican en riesgo medio, se desconoce la 
problemática real debido a la baja búsqueda de pacientes sintomáticos 
respiratorios y al subregistro. 
 
4.3. Características generales de M. tuberculosis y de su envoltura celular 
M. tuberculosis, pertenece al género Mycobacterium. Estas bacterias se 
caracterizan por ser bacilos cortos, curvos, aeróbios, gram positivos, inmóviles y 
no esporulados. Todas las especies de este género tienen una pared celular rica 
en ácidos micólicos/micolatos, los cuales les confiere una resistencia especial a la 
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decoloración ácida en la tinción Zielh-Nielsen, lo que permite reconocerlos como 
bacilos acido-alcohol resistente (BAAR) [13].  
 
Estas bacterias poseen una compleja estructura que las envuelve y está 
compuesta por tres partes: cápsula, pared y membrana plasmática [14]. 
 
La cápsula, es la capa externa de la envoltura de las micobacterias. La 
composición varía entre las diferentes especies. Tiene función importante de 
protección y modulación de la respuesta inmune. Este complejo de la envoltura 
celular hace a M. tuberculosis una bacteria especial, con características 
patogénicas exclusivas y altamente resistente a los programas del sistema inmune 
del hospedero, así como a los antibióticos empleados que buscan su eliminación.  
 
La pared celular, cumple la función de soporte mecánico y su carácter hidrofóbico, 
hace a la célula bacteriana refractaria al ataque por hidrólisis y por agentes 
antimicrobianos. Químicamente, la pared de M. tuberculosis consta de un 
esqueleto formado por dos tipos de polímeros unidos covalentemente entre sí, el 
peptidoglucano y arabinogalactano de alto peso molecular. A su vez, este 
esqueleto se une covalentemente a los ácidos micólicos, los cuales son β-
hidroxiácidos grasos ramificados de cadena larga [15].   A parte de este esqueleto 
complejo, la pared celular de las micobacterias está formada por una gran 
variedad de lípidos como glicolípidos, micolatos de trehalosa, sulfolípidos de 
trehalosa y micósidos. 
 
La membrana celular es elemental en el transporte de iones y otras moléculas, 
además confiere a la célula protección osmótica. Presenta la conformación clásica 
de las membranas biológicas y en las micobacterias los derivados de los 
fosfolípidos se caracterizan por estar altamente glicosilados dando lugar a 
moléculas como lipoarabinomanan (LAM) y fosfatidil-inositol-manósidos [16]. 
 
4.4. Clasificación de las micobacterias (género Mycobacterium) 
Dentro del género Mycobacterium se han descrito más de 100 especies que 
pueden clasificarse de múltiples maneras. Según la velocidad de crecimiento, la 
morfología y capacidad de pigmentación de las colonias en medios sólidos, las 
micobacterias han sido clasificadas en cuatro grupos, según los parámetros de 
Runyon, los cuales han sido modificados de acuerdo a la aparición de nuevas 
especies [17, 18]. 
 
Según la tasa de crecimiento o velocidad de división celular, las micobacterias se 
pueden dividir en lentas crecedoras, las cuales tardan de tres a ocho semanas de 
incubación para la formación de colonias y  rápidas crecedoras, que necesitan tres 
a cinco días para formar colonias. 
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En función de la importancia clínica y diagnóstica, se establecen cuatro grupos 
[19].  El complejo M. tuberculosis, compuestos por las especies, M. tuberculosis, 
M. bovis, M. africanum, y M. microti, todas son causantes de TBC en el hombre y 
otros animales. El complejo Mycobacterium avium (MAC), es un complejo 
causante de infecciones letales en pacientes con SIDA. Incluye: M. avium, M. 
avium paratuberculosis, que ha sido implicado en la enfermedad de Crohn en 
humanos y la enfermedad de Johne en ovejas, M. avium silvaticum y M. avium 
"hominissuis". El complejo de Micobacterias no tuberculosas (NTM), o 
micobacterias atípicas, son aquellas micobacterias que no pertenecen a los 
grupos anteriores, son gérmenes patógenos facultativos y gérmenes no 
patógenos. Estas micobacterias a su vez, están divididas en tres grupos: Grupo M. 
fortuitum, grupo M. chelonae/abscessus y grupo M. smegmatis [17]. Se 
caracterizan por crecimiento de colonias en los medios de cultivo convencionales 
antes de siete días, ausencia de producción de pigmentos carotenoides y 
presencia de ácidos micólicos.  El complejo M. leprae, al que pertenece la especie 
de este mismo nombre causante de la lepra.  
 
4.5. Patogénesis de la Tuberculosis 
En circunstancias naturales, M. tuberculosis es transmitido por la expulsión de 
gotitas emitidas por tos o estornudo de una persona infectada a otra sana. Los 
bacilos tuberculosos contenidos en las gotitas nasales penetran a los alvéolos 
pulmonares de un individuo no infectado. Los macrófagos alveolares fagocitan el 
bacilo tuberculoso y lo internalizar en fagosomas [11]. 
 
En este momento los mecanismos de la respuesta inmune del huésped hacen 
frente mediante la activación los macrófagos por el Interferón gama (INFγ). Los 
fagosomas que contienen las micobacterias se fusionan con los lisosomas para 
eliminarlas. Si los macrófagos alveolares no se activan, los bacilos podrán 
sobrevivir y crecer dentro de estos compartimientos intracelulares inhibiendo la 
fusión fagosoma-lisosoma [20-22]. En esta circunstancia, los bacilos se multiplican 
dentro de los fagosomas hasta la lisis de los macrófagos debido, probablemente, a 
la carga bacilar. Las micobacterias  son liberadas en el tejido pulmonar pudiendo 
ser fagocitadas por los macrófagos activos del tejido donde mueren. De nuevo, las 
bacterias liberadas tendrán el potencial de replicarse y diseminarse hacia otros 
macrófagos [11].  En algún momento de este ciclo, el sistema inmune de los seres 
humanos infectados inmunocompetentes detectará la presencia de las 
micobacterias y comenzará a generar una respuesta inmune. Inicialmente, ésta 
será una respuesta inmune innata inespecífica, pero la presentación de los 
productos de lisis de M. tuberculosis genera una respuesta inmunitaria específica 
antibacteriana. Así, sobreviene una lucha entre los bacilos para seguir 
sobreviviendo y el sistema inmunitario del huésped para tratar de contener y 
destruir las bacterias. El resultado de esta lucha es la formación de un tubérculo 
caseoso que contiene bacterias viables dentro de los fagosomas de macrófagos 
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no activados y otras bacterias que aún están siendo destruidas por los macrófagos 
activados y los linfocitos T citolíticos, reclutadas en el espacio circundante del 
tubérculo.  
 
En esta fase, los macrófagos pueden ser capaces de controlar el crecimiento 
bacteriano o, en caso contrario, resulta en una enfermedad progresiva [23]. Si un 
tubérculo necrosa en un bronquiolo, los bacilos pueden ser transmitidos a otras 
personas a través de gotitas nasales.  
 
No todo individuo infectado desarrolla la enfermedad activa, la probabilidad de 
desarrollar la enfermedad en la vida es de aproximadamente 5% al 10%. Para las 
personas infectadas con VIH la probabilidad de desarrollar la enfermedad activa 
es significativamente más alta [24]. Esta probabilidad depende, entre otras cosas, 
de la capacidad del sistema inmune del hospedero de hacer frente a la infección; 
así como de factores genéticos que controlan la susceptibilidad a los patógenos 
intracelulares. En todo este proceso se resalta la capacidad de M. tuberculosis de 
sobrevivir en diferentes entornos, como el ambiente intracelular del macrófago, 
donde se expone a un pH ácido, disminución de aminoácidos y carbohidratos, 
disminución de oxígeno y limitación de hierro [25-27]; así como la capacidad de 
habitar en el tubérculo deficiente de oxígeno durante varios años.  
 
Además de la capacidad que poseen las micobacterias para sobrevivir en estos 
ambientes, también poseen características especiales para adaptarse a la hipoxia 
al detener el ciclo celular y entrar en un estado de reposo manteniendo su 
viabilidad [36].  Este estado se caracteriza por una fase no replicativa anaerobia o 
fase de persistencia no replicativa (NRP). Las características bioenergéticas de las 
membranas de las micobacterias y los mecanismos que conducen a la producción 
de ATP y control del pH intracelular, representan puntos de vulnerabilidad 
metabólica, que pueden ser interesantes objetivos como blanco terapéutico. 
 
4.6. Regulación de la concentración de protones (pH) en micobacterias e 
implicación en la patogénesis 
La regulación del pH intracelular (pHi), es un aspecto importante en la fisiología 
bacteriana sobre el cual la célula ejerce un estricto control. En general las 
bacterias deben mantener un pHi cercano a la neutralidad para el funcionamiento 
normal de enzimas y proteínas esenciales [28, 29].  
 
La importancia de mantener un pHi constante es demostrada por los múltiples 
sistemas utilizados por las bacterias durante el crecimiento en condiciones ácidas, 
los cuales incluyen sistemas de intercambio de protones por cationes, sistemas de 
transporte de protones a través de la membrana asociado a hidrólisis de ATP y 
producción de macromoléculas citoplasmáticas que funcionan como reguladores 
de pHi [29].  
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Los mecanismos empleados por las micobacterias en la regulación del pH i no han 
sido establecidos completamente, aunque se señala que estas bacterias poseen 
una resistencia intrínseca al pH externo ácido (pHe) dado por la composición y 
estructura de la pared celular, la cual actúa como una barrera primaria a la entrada 
de protones [21], así como alta capacidad amortiguadora de su citoplasma.  
 
Dentro del género Mycobacterium, varias especies pueden existir como bacterias 
saprofíticas resistiendo las condiciones adversas encontradas en el medio 
ambiente donde se exponen a pHe ácido o medianamente ácido [30]. A diferencia, 
se ha demostrado que M. tuberculosis H37Rv posee un rango estrecho de pHe 
para su crecimiento, el cual se ha identificado entre 6.2 a 7.3 con marcada 
atenuación a pH 5.0 y 8.4, lo que indica que M. tuberculosis es la especie entre las 
micobacterias con mayor sensibilidad a cambios en su pHi [31]. Niveles 
apropiados de magnesio, en cierta medida, ayudan en la supervivencia de la 
bacteria cuando se somete a pHe bajo [28].  
 
Sin embargo como ya se mencionó, esta bacteria, sorprendentemente, puede 
sobrevivir por un largo periodo de tiempo dentro de las vacuolas fagocíticas de los 
macrófagos, donde dependiendo del estado de maduración, se expone a un pH 
medianamente ácido y limitación de nutrientes [25-27]. Para lograr resistir este 
ambiente, M. tuberculosis cuenta con un mecanismo adicional, por el cual modula 
la acidificación de estas vacuolas fagocíticas al restringir la fusión con los 
endosomas tardíos por exclusión de la enzima protón ATPasa vesicular [21, 22]. 
También se ha propuesto que el amoniaco generado por la ureasa de las 
micobacterias está implicado en la neutralización de pH del fagosoma y la 
inhibición de la fusión fagosoma-lisosoma [32].  
  
Cuando la fusión fagosoma-lisosoma se da por cuenta del Interferón gamma 
(INFγ), M. tuberculosis se expone a los diferentes mecanismos antibacteriales de 
este fagolisosoma activo como son, el aumento de protones desde la ATPasa 
vacuolar, derivados del oxígeno reactivo (ROI), ácidos grasos libres, péptidos 
derivados de Ubiquitina e hidrolasas lisosomales, entre otros (figura 2).  
 
Se ha demostrado que en esta situación, M. tuberculosis desarrolla mecanismos 
que evitan la entrada excesiva de protones o los expulsa de su citosol  cuando las 
concentraciones amenazan la regulación del pHi, lo que puede deteriorar sus 
proteínas y lípidos y alterar reacciones bioquímicas importantes [21]. Estos 
mecanismos comprenden entre otros, la proteína serina de unión a la membrana 
Rv3671c [33], la proteína putativa transportadora de Magnesio MgtC y la proteína 
de membrana externa formadora de poro (OmpATb) [21]. Los mecanismos 
exactos por los cuales éstas y otras proteínas confieren resistencia ácida son de 
gran interés y continúan en investigación. 
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Figura 2.  M. tuberculosis en el macrófago.  
Cuando M. tuberculosis está en un macrófago inactivo, afecta la maduración del fagosoma y 
sobrevive.  La activación por IFN- γ dirige la fusión fagosoma-lisosoma. La bacteria se expone a los 
mecanismos de defensa del fagolisosoma como son pH ácido. Por otra parte, M. tuberculosis 
puede resistir la acidificación según la expresión, entre otras, de la proteasa serina codificada por 
Rv3671c, MgtC y OmpATb. Los mecanismos exactos por el cual estas proteínas confieren 
resistencia a los ácidos están aún por identificar. Fuente: Vandal, O.H., C.F. Nathan, and S. Ehrt, 
Acid resistance in Mycobacterium tuberculosis. J Bacteriol, 2009. 191(15): p. 4715. 
 
 
Diferentes estudios han identificado genes regulados o inducidos en M. 
tuberculosis cuando se expone a un ambiente ácido. Esto indica que el pH bajo 
del fagosoma es una señal importante para la adaptación de la bacteria al 
ambiente hospedero y para la regulación de proteínas claves en esta condición [5]. 
La mayoría de estos genes están implicados en el metabolismo de ácidos grasos y 
de la vía de la biosíntesis de componentes claves de la pared celular como de 
peptidoglicanos y lipoarabinomananos.  
 
Estos genes anotados son, entre otros, Rv2052c, Rv2136c, Rv2224c, ppm1, y 
ponA2 [34]. Estudios señalan que las proteínas Rv3671c y Rv2136c, son 
indispensables para crecer en pH externo ácido. Rv2136c codifica para la proteína 
homóloga a la proteína BacA de Escherichia coli. BacA, también ha sido llamada 
UppP, es una fosfatasa de undecaprenol-pirofosfato involucrada en la síntesis de 
peptidoglicano [35]. Rv3671c corresponde a una proteína serina de unión a la 
membrana. Rv3671c puede proteger a M. tuberculosis de la agresión ácida por 
modificaciones de la membrana celular [33].  
 
Otras proteínas como LipF, la cual es anotada como lipasa / esterasa, ha sido 
postulada en la hidrólisis de los ácidos grasos tóxicos presentes en los 
macrófagos durante la infección o puede modificar la pared celular de la bacteria 
[36].  
 
Además de estas proteínas sobreexpresadas en condiciones de crecimiento a pHe 
ácido, estudios de respuesta bioquímica a cambios en el pHe sobre el control del 
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pHi en Mycobacterium smegmatis y Mycobacterium bovis BCG (Bacille Calmette–
Guerin), han indicado la participación de un sistema de intercambio de protones 
ATPasa de membrana, el cual es importante en el mantenimiento del pHi [9]. 
 
4.7. Proteínas tipo ATPasa claves en el transporte celular en micobacterias 
y su papel en la regulación del pH intracelular 
La importancia reconocida de las proteínas transportadoras tipo ATPasa en 
organismos eucariotas, se centra en el mantenimiento de, entre otros, los 
gradientes iónicos celulares, los cuales son trascendentales en el control del 
volumen celular y función de otras proteínas intracelulares vitales [37]. En 
bacterias, en cambio, la importancia y función de estas proteínas no ha sido 
evaluada, completamente. 
 
Las ATPasas transportadoras se agrupan en 4 distintos grupos, tipo P, tipo F, tipo 
V y transportadores ABC; se encuentran en animales, plantas y bacterias y 
poseen tres características en común: ellas existen en membranas biológicas, 
hidrolizan ATP y transportan, al menos, una sustancia a través de membranas 
biológicas a expensas de la hidrólisis de ATP. Son consideradas nanomáquinas 
(tipos P y ABC) o nanomáquinas dobles (F y V).  
 
Las ATPasas tipo P; los miembros de esta clase de proteínas, están involucrados 
en el transporte de H+, Na+, Mg2+, K+, Ca2+, Cu2+ y Cd2+, a través de membranas 
biológicas, utilizando la hidrólisis de ATP para conducir el transporte en contra del 
potencial electroquímico [38]. La denominación “P” ATPasa se debe a su 
particularidad de fosforilarse durante el ciclo catalítico, en un residuo altamente 
conservado de aspartato, dentro de la secuencia consenso, DKTGTLT. El proceso 
de fosforilación / defosforilación está acompañado por el transporte iónico que se 
da gracias a los cambios conformacionales presentados por la enzima, que 
generan afinidades diferentes por los cationes. Estas ATPasas son sensibles a la 
inhibición por el vanadato, que es similar al fosfato y toma su lugar en una de las 
fases del funcionamiento de la enzima. La Na+/K+ ATPasa es la única ATPasa tipo 
P que es inhibida específicamente por glicósidos cardiacos como ouabaína y 
digitoxina. La ouabaína inhibe su acción al unirse extracelularmente a una 
conformación especial de la bomba (E2P). 
 
ATPasa tipo F; esta enzima es la única que tiene función dual, sintetiza ATP 
desde ADP y fosfato inorgánico (Pi) acoplado a un gradiente electroquímico de 
protones de manera reversible [39]. En algunos casos, este mecanismo está 
acoplado a la homeostasis del pH para prevenir la acidificación intracelular [40]. 
Estas proteínas fueron identificadas, primero, en la membrana interna de 
mitocondrias y luego en cloroplastos y membrana bacteriana. Está formada 
esencialmente por las subunidades F1 y F0, las cuales constituyen las funciones 
ATPasa y ATP sintasa. El nombre de F-ATPasa tiene origen en el factor de 
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acoplamiento de la fosforilación oxidativa sensible a oligomicina. Estas enzimas no 
son sensibles vanadato u ouabaína. En cambio, los inhibidores que han sido útiles 
para estudiar estas enzimas incluyen N, N’-diciclohexilcarbodiimida (DCCD), N-
etilmaleimida y NO3 [41].  
 
ATPasa tipo V, denominada también vacuolar. Son bombas de protones ATP 
dependientes, que acidifican compartimentos intracelulares especiales para el 
adecuado funcionamiento de proteasas y otras enzimas hidrolíticas [42]. Se 
encuentran en vacuolas y lisosomas de las plantas, en endosomas, complejo de 
Golgi y vesículas secretoras en células animales. Las ATPasas tipo V de 
membrana plasmática, están implicadas en el equilibrio ácido-base, reabsorción 
ósea, la secreción de potasio y la metástasis tumoral. Están compuestas de 
dominio V1 periférico responsable de la hidrólisis del ATP y un dominio integral V0 
responsable del transporte de protones. No experimentan fosforilación ni 
desfosforilación, por lo cual tampoco son inhibidas por el vanadato. Aún no se 
conoce el mecanismo por el cual acoplan la hidrólisis del ATP al transporte de 
protones. 
 
Los transportadores tipo ABC, (ATP binding casette); constituyen una superfamilia 
de proteínas que actúan como transportadores activos primarios o bombas 
exportadoras [43]. Estas proteínas están distribuidas ampliamente y conservadas 
evolutivamente. De forma fundamental transportan metabolitos y sustancias 
tóxicas, cuya expulsión protege las funciones celulares. Este transporte puede ser 
responsable de la multirresistencia a fármacos (MDR). El conocimiento y 
modulación de estas proteínas es necesario para optimizar distintos tipos de 
terapias o para promover o controlar la eliminación de tóxicos. 
 
En micobacterias, son relativamente pocos los estudios sobre la función y 
estructura de las proteínas tipo ATPasa; sin embargo, el genoma de M. 
tuberculosis revela 16 marcos de lectura abierta que codifican para bombas de 
eflujo y al menos 26 transportadores completos ABC [44]. Esta codificación 
genética alta para transportadores, ocupan un porcentaje importante del genoma. 
Lo anterior refleja el papel importante de los mecanismos de transporte de 
membrana de las micobacterias, un género donde la estructura compleja de la 
pared celular conduce al intercambio limitado y aislamiento relativo del medio 
exterior.  
 
A excepción de algunos transportadores ABC, el único sistema de transporte tipo 
ATPasa reportado y estudiado bioquímicamente, hasta la fecha en micobacterias, 
es la enzima F1F0 ATPasa, enzima tipo F. Aunque ya se enunciaron las 
características generales de las ATPasa tipo F, se describen a continuación las 
características específicas de esta enzima y su función en la regulación del pH en 
micobacterias.  
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La enzima F1F0 ATPasa o F1F0 ATP sintasa dirige de manera acoplada los 
mecanismos de translocación de protones y la síntesis de ATP por cambios de 
conformación entre las subunidades F1 y F0 bajo el consumo de energía libre de 
un gradiente electroquímico de protones (H+) transmembrana [45, 46] y, en 
ocasiones, de sodio (Na+) [47]. Desde el punto de vista energético, se puede 
esperar que de 3 a 4 protones sean liberados y se inicie un cambio de 
conformación de manera acoplada a la síntesis de una molécula de ATP.  
 
Las enzimas F1F0 ATPasa, son proteínas multiméricas, compuestas por dos 
unidades bien definidas. La estructura de esta enzima se representa en la figura 3. 
La fracción F1, es una subunidad hidrosoluble que cataliza la hidrólisis del ATP, 
conformada por las subunidades α3, β3, γ, δ, ε.  El componente F0 se ubica entre la 
membrana y es responsable del transporte de los iones acoplados a través de la 
misma; en bacterias está compuesto por las subunidades a, b2 y c9-12  [37, 48].  
Esta máquina molecular acopla el transporte iónico a través de F0 a la síntesis de 
ATP en F1 por mecanismos de rotación sincronizados [39].  
 
 
 
 
Figura 3.  Modelo esquemático de la F1F0-ATPasa.  
Se indica la estructura del hexámero catalítico (α3-β3), tallo y dominio de membrana. Se indican las 
subunidades extrínseca F1 y de membrana F0, juntas en el acople energético entre la hidrólisis-
síntesis de ATP. La subunidad de rotación c, se muestra involucrada en el transporte de H
1+
. 
Fuente: Handbook of ATPases. Biochemistry, cell biology, pathophysiology. Masamitsu Futai. 3ª 
Edition. 2204. pag. 238. 
 
 
El mecanismo de transporte de protones por la enzima F1F0 ATP sintasa se ha 
estudiado ampliamente en la bacteria E. coli aunque no ha sido establecido tan 
claramente en micobacterias.  
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El aminoácido Aspártico D61 de la subunidad c, es un residuo clave en el 
transporte de protones y por lo tanto impulsa la síntesis de ATP en E. coli, está 
muy bien conservado en la proteína atpE (subunidad c) de muchos organismos 
[49]. La liberación de protones es acoplada a cambios de conformación y estos 
cambios aumentan el pKa de cD61 y conduce a la transmisión de energía y 
síntesis de ATP en F1 [50, 51]. Este residuo también se identifica como el sitio de 
unión de diciclohexilcarbodiimida (DCCD), el cual se une de manera covalente a la 
subunidad c inhibiendo la función enzimática tanto de síntesis como de hidrólisis 
de ATP [52].  
 
En micobacterias, la función de la enzima F1F0 ATPasa es trascendental tanto en 
la producción de ATP como en la regulación del pHi.  
 
Se ha demostrado que, en micobacterias, la producción de ATP a partir de la 
fosforilación de ciertos sustratos como única fuente de energía aún en presencia 
de un alto flujo glicolítico, no es suficiente para sostener su crecimiento. Esto 
puede ser justificado por el gran nivel de ATP requerido para la síntesis de la 
pared celular [53]. Es así como la función de la enzima F1F0 ATP sintasa es 
especialmente importante en estas bacterias, las que además para asegurar una 
adecuada producción de ATP en estado no replicativo, deben garantizar la fuerza 
de movimiento de protones (PMF) necesaria para el funcionamiento de la F1F0 
ATP sintasa, lo que supone que las membranas celulares mantiene energizadas 
[54]. Los componentes que contribuyen a la PMF son el potencial de membrana 
(∆Ψ) y el gradiente de concentración de protones transmembrana (∆pH). 
 
Los mecanismos empleados en mantener la regulación del ATP representan un 
punto clave en la vulnerabilidad metabólica de las micobacterias y más aún en 
bacterias no replicativas, siendo éste un objetivo terapéutico importante. 
 
Diversos estudios apoyan la participación de la enzima F1F0 ATPasa de membrana 
en el mantenimiento del pHi cercano de la neutralidad. Cuando las micobacterias 
son expuestas a un pHe ácido (5,0), se ha demostrado que la actividad de esta 
enzima en M. smegmatis y M. bovis BCG aumenta.  [9, 55].  De manera similar, 
cuando esta enzima es inhibida con DCCD se genera una disminución de los 
gradiente de protones transmembrana (∆pH), lo que resulta en reducción de la 
viabilidad celular [9].  
 
La identificación de esta enzima como punto vulnerable de M. tuberculosis puede 
ser tenida en cuenta en el desarrollo de nuevos antibióticos. La inhibición de la 
F1F0 ATP sintasa puede causar disminución de la producción de ATP así como a 
la pérdida del balance de la homeostasis del pH. Ambos blancos contribuyen a 
disminuir la sobrevivencia celular [56].  
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4.8. Resistencia antimicrobiana 
M. tuberculosis es una bacteria fisiológicamente resistente a la mayoría de los 
antibióticos, esto debido fundamentalmente, a la resistencia intrínseca, dada por 
estructura lipídica de su pared celular que actúa como barrera poco permeable 
[15]. En general, el escaso número de porinas, la baja fluidez de los ácidos 
micólicos y al espesor total de la pared celular, hacen que compuestos hidrofílicos 
la atraviesen lentamente [57]. 
 
El tratamiento de las infecciones causadas por micobacterias es complicado y de 
larga duración. Las características especiales del desarrollo de la enfermedad 
como la localización intracelular, heterogenicidad del microambiente en el cual  M. 
tuberculosis reside y la instauración de una fase latente en donde la bacteria no se 
está replicando disminuyen la efectividad de los antibióticos utilizados [58]. 
 
La exposición a largo plazo a concentraciones subóptimas de agentes 
antimicobacterianos facilitan la selección de mutantes resistentes. En el 
tratamiento de la TBC, M. tuberculosis puede generar resistencia antibiótica, de 
tipo multidrogo resistente (TBC-MDR), la cual se define como una resistencia 
simultánea, por lo menos, a isoniazida y rifampicina, que son dos de las drogas de 
primera línea utilizadas en el tratamiento de la tuberculosis activa y la resistencia 
extrema (TBC-XDR), se define, como la TBC que es resistente como mínimo a las 
dos drogas de primera línea, isoniazida y rifampicina, junto con una 
fluoroquinolona y por lo menos a una de las siguientes drogas: kanamicina, 
amikacina o capreomicina. El uso de terapias combinadas con agentes 
antimicobacterianos son usadas para minimizar el surgimiento de resistencia 
antimicobacteriana. 
 
Las prioridades que se deben tener para el desarrollo de nuevas drogas 
antituberculosas son, entre otras, lograr una disminución en el tiempo de 
tratamiento, que sea seguro y facil de llevar para los pacientes , y el desarrollo de 
drogas con un mecanismo de acción novedoso que asegure actividad frente M. 
tuberculosis drogo-resistente [59]. 
 
Cooperación o colaboración del paciente en un tratamiento médico, por ejemplo 
respetando las medidas de precaución 
 
4.9. Péptidos antimicrobianos (AMPs), una posibilidad atractiva en el 
tratamiento de TBC resistente 
De acuerdo a la alta tasa de resistencia antimicobacteriana, existe una necesidad 
importante para mejorar los medicamentos contra la TBC.  Se destaca que en los 
últimos treinta años la identificación de nuevos compuestos antituberculosos ha 
estado detenida; aunque ciertas clases de fármacos prometedores están en 
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progreso, es necesaria la identificación y desarrollo de nuevas dianas terapéuticas 
exclusivas de micobacterias [59].  
 
Por medio de análisis comparativo, por simulación computacional (in sílico),  se 
identificaron seis vías metabólicas  específicas del M. tuberculosis no presentes en 
el huésped Homo sapiens, reconocibles, claramente, como blanco terapéutico 
para el diseño de nuevas drogas antituberculosas [60]. Estas vías se relacionan, 
entre otras, con el metabolismo de lípidos, metabolismo de carbohidratos, 
metabolismo de aminoácidos, metabolismo energético y vías biosintéticas de 
vitaminas y cofactores.  
 
Los objetivos en el diseño de nuevos componentes antituberculosos están, entre 
otros, reducción de la toxicidad, actividad contra cepas resistentes, mecanismos 
alternativos de acción y actividad contra la enfermedad latente [61]. Como 
alternativa que merece ser estudiada de manera interesante surge el uso de los 
AMPs que, por sus diferentes características, pueden ser una nueva alternativa 
contra la TBC. [62].  
 
Los AMPs son un grupo de proteínas catiónicas de bajo peso molecular que 
existen en una amplia gama de organismos como mecanismo de defensa natural 
para combatir a patógenos invasores [63]. Muchos AMPs ejercen su función como 
parte de los mecanismos de defensa de primera línea en piel y membranas 
mucosas; sin embargo, también se pueden desencadenar como productos de la 
inmunidad adaptativa. A pesar de lo anterior, la actividad frente a M. tuberculosis 
ha sido poco estimada. 
 
Las características propias de los AMPs de alta actividad son: tener carga neta 
positiva, lo que mejora la interacción con lípidos aniónicos y otros blancos 
bacterianos; hidrofobicidad, requerida para la inserción de la membrana y los 
demás procesos desencadenados; y flexibilidad, lo que le permite al péptido 
cambiar la conformación en solución a la conformación de interacción con la 
membrana. Todas estas características pueden variar en un rango particular pero 
deben estar presentes para poder interactuar con las membranas bacterianas [64]. 
 
El principio estructural fundamental de los AMPs nace de la capacidad de la 
molécula en adoptar una forma en la que la agrupación de los aminoácidos 
hidrofóbicos y catiónicos se da espacialmente en sectores diferentes de la 
molécula (diseño anfipático) una vez se unen a los lípidos de las membranas o a 
lípidos de las bicapas artificiales [63]. Esta conformación es importante en la 
interacción con la membrana celular. El dominio cargado positivamente iniciaría la 
interacción del péptido con la superficie bacteriana cargada negativamente, y la 
organización hidrofóbica permite que el péptido entre en la membrana interna. Las 
moléculas adoptan una conformación helicoidal para formar canales o poros que, 
según varios autores, serían los responsables de la actividad [65].  
28 
 
Una propiedad importante de la mayoría de los AMPs es su capacidad de atacar 
selectivamente a las bacterias, pero no a las células eucariotas. Esta selección se 
da por las características de las membranas bacterianas de estar organizadas de 
tal manera que la cara más externa de la bicapa expuesta está conformada por 
lípidos tipo fosfolípidos con grupos principales de carga negativa. En contraste, la 
cara externa de las membranas de las plantas y los animales se compone 
principalmente de lípidos sin carga neta y en donde la mayoría de los grupos 
principales de los lípidos cargados negativamente están orientados en la cara 
interior frente al citoplasma [66].  
 
Los pasos en la interacción de los AMPs con la membrana celular bacteriana se 
representan en la figura 4. En primer lugar, se da una atracción de la membrana 
celular con el péptido, lo que se produce a través de uniones electrostáticas entre 
el péptido catiónico y los componentes con carga negativa presentes en la 
membrana externa de las bacterias [67, 68]. La afinidad por la membrana celular 
de los AMPs no depende de una proteína receptora específica, la especificidad 
recae sobre las propiedades estructurales y químicas de los AMPs [69].  A 
continuación, se produce una alteración de la membrana externa que la hace más 
permeable al péptido y otras moléculas en un proceso llamado entrada promovida 
facilitada [64].   
 
 
 
Figura 4.  Modelos de actividad de los AMPs.  
El color rojo representa la superficie hidrofílica de los AMPs, mientras que en azul se representa lo 
hidrofóbico. A, representa el modelo barril, B, modelo alfombra; C, modelo poro toroidal; D, modelo 
de electroporación molecular; E, modelo de balsas lipídicas. Fuente: David I. Chan, et al. 
Tryptophan- and arginine-rich antimicrobial peptides:Structures and mechanisms of 
action.Biochimica et Biophysica Acta. 2006. 1758:1184–1202.  
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El conocimiento sobre cómo actúan los AMPs ha permitido definir cinco modelos 
(figura 4), que explican el modo como éstos se unen a la membrana y alteran la 
integridad; como son: tapón barril, alfombras o detergentes, poro toroidal, modelos 
de electroporación molecular y balsas lipídicas [67, 69].  
 
El efecto de estos AMPs frente a las micobacterias se ha estudiado desde hace, 
aproximadamente, dos décadas, demostrando que poseen actividad 
antimicrobiana frente a M. tuberculosis [70]. En general, se ha manifestado que 
ciertos AMPs causan un aumento de la permeabilidad de la membrana celular de 
las micobacterias e inhiben el crecimiento como consecuencias de la interacción 
directa [71].  Los AMPs que han demostrado actividad frente a las micobacterias 
son los pertenecientes a la familia de las Defensinas como el péptido Beta 
defensina Humana 2 (HBD-2) y péptidos Nuetrofílicos Humanos (HNPs), los 
pertenecientes a la familia de las Protegrinas y las Granulisinas. Estos péptidos 
han demostrado interactuar con la superficie celular de las micobacterias de 
manera lítica a través de interacciones iónicas [71, 72].  
 
El único modo de acción de los AMPs frente a las micobacterias recae sobre la 
membrana, aunque un mecanismo de acción adicional sobre ésta no ha sido 
estudiado. Sin embargo, resulta trascendental determinar si estos AMPs que 
tienen cierto efecto en la viabilidad de estas bacterias poseen un blanco diferente 
a la membrana.  
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5. MATERIALES Y MÉTODOS 
5.1. Selección de cepas y cultivo de micobacterias  
Todos los ensayos son realizados con la cepa no patógena de crecimiento rápido 
M. smegmatis mc2155 y no patógena de crecimiento lento M. tuberculosis H37Ra. 
Los resultados obtenidos, se analizarán como una aproximación al 
comportamiento de la cepa patógena M. tuberculosis H37Rv.  
 
Las bacterias son cultivadas a 35ºC, en medio líquido Middlebrook + ADC al 10% 
(albúmina bovina fracción V, 50 mg/ml; dextrosa, 20 mg/ml; y NaCl 8.5 mg/m) + 
Tween 80 al 0.05%, pH: 7.4, en agitación a 80 rpm, hasta alcanzar una densidad 
óptica de 0.4, aproximadamente, entre 4 a 6 días para M. smegmatis y entre 4 a 5 
semanas para M. tuberculosis  H37Ra. 
 
Algunos estudios son realizados con cepas provenientes de aislados clínicos de 
M. tuberculosis, de casos de TBC pulmonar identificadas con los números 74, 84, 
112 y 121, donados por la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de 
Colombia. Los ensayos de actividad antimicrobiana frente a los aislados clínicos 
son realizados en el laboratorio de micobacterias, nivel de bioseguridad tres, de la 
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional de Colombia.  
 
Es importante precisar que trabajar con microorganismos patógenos como los 
aislados clínicos o M. tuberculosis H37Rv es una opción muy compleja para 
laboratorios que no poseen nivel 3 de bioseguridad (BL-3). Trabajar con especies 
de micobacterias de crecimiento rápido, avirulentas y saprofíticas como M. 
smegmatis, es útil en ensayos preliminares, ya que pueden reproducir un sistema 
predictivo del comportamiento fisiológico de la cepa patógena. La cepa avirulenta 
de crecimiento lento M. tuberculosis H37Ra, posee una relación más cercana, en 
términos de composición genética y perfiles de susceptibilidad a las drogas, con 
M. tuberculosis H37Rv que las micobacterias de crecimiento rápido [73]; por lo 
tanto, se puede hacer una aproximación del comportamiento fisiológico y de 
actividad antimicrobiana frente a M. tuberculosis.  
 
5.2. Preselección de los AMPs por el método de difusión radial en agar  
Se analiza la capacidad de inhibición de crecimiento frente a M. smegmatis 
mc2155, de doce péptidos de reconocida actividad antimicrobiana frente a 
bacterias gram positivas y gram negativas: Magainina I y II, Melitina, Mastoparán, 
Cecropina A, B, y P1, Bombina, Protamina, Protamina-N, Protamina-2 y 
Protamina-C, en concentración entre 0 y 150 μg/μL y donados por la Facultad de 
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Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia. Este ensayo de realiza 
mediante la técnica de difusión radial en agar LB (Luria Bertani) 1.2%. 
 
Los resultados obtenidos se determinan de acuerdo con la longitud del halo de 
inhibición generado, comparado con el control positivo kanamicina 25 g/mL y 
control negativo agua desionizada estéril. Los AMPs que resulten tener actividad 
inhibitoria frente al crecimiento de las micobacterias son seleccionados para los 
demás ensayos de actividad [74]. 
 
El método de difusión radial en agar de AMPs frente a micobacterias no ha sido 
documentado claramente a la fecha; por lo tanto, en el grupo de investigación se 
realizó el procedimiento de estandarización.  
 
5.2.1. Estandarización del método de difusión radial en agar de AMPs frente 
a micobacterias 
En la puesta a punto de este ensayo frente a M. smegmatis mc2155 se analizaron 
las siguientes variables: 
 
o Cantidad del inóculo de bacterias en placa de cultivo: por mediciones de 
cinética de crecimiento bacteriano, se prueban diferentes diluciones de M. 
smegmatis tomadas a diferentes tiempos de crecimiento. Estas diluciones de 
siembran en medio sólido LB y se hace el conteo respectivo de las UFC a las 
72 h.  
 
o Técnica de siembra de las bacterias: para la siembra de M. smegmatis en las 
placas de LB-agar se prueban dos alternativas. La primera es dilución de las 
bacterias en LB agar blando (1% de agar) fundido, la segunda es, siembra del 
inóculo de bacterias utilizando rastrillo.  
 
o Tiempo de incubación: se evalúa la acción de los AMPs a diferentes tiempos 
desde 4 horas hasta 96 horas en busca del tiempo ideal que permita 
evidenciar la actividad del AMP por formación de halo en placas de agar.  
 
o Forma de inóculo del AMP: se evaluaron dos técnicas diferentes. La primera 
fue Introducir el péptido en pequeños orificios hechos bajo condiciones 
estériles sobre la superficie del agar. La segunda fue la inoculación directa del 
péptido sobre la superficie del agar.  
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5.3. Determinación de la Concentración Mínima inhibitoria (CMI) de los 
AMPs pre-seleccionados, método colorimétrico con MTT 
Esta determinación es realizada con los AMPs que según la preselección anterior, 
resultaron poseer actividad frente a las micobacterias y es efectuado frente a M. 
smegmatis, M. tuberculosis H37Ra y cuatro aislados clínicos de M. tuberculosis.  
 
Este ensayo se realiza en placa de microdilución de 96 pozos de fondo plano con 
tapa y según lo sugerido por Pontino, M.V., et al. 2006 [75]. Se dispone en cada 
hilera de la placa 100 μL de una dilución seriada de los péptidos que resultaron 
tener actividad antimicobacteriana positiva (a partir de 2,4 mg/mL), en caldo de 
cultivo Middlebrook 7H9 + ADC al 10%, pH 7,2;  se mezclan con 100 L de una 
suspensión de 1 x 105 UFC. Se dispone un pozo en cada serie para control de 
calidad del caldo de cultivo, un pozo para control de crecimiento 100%, un pozo 
para el control negativo kanamicina 25 g/mL y un control positivo para agua 
estéril. Las placas son incubadas 12 y 48 horas para M. smegmatis mc2155 y M. 
tuberculosis H37Ra respectivamente a 35°C. Pasado el tiempo de incubación, se 
adicionan 22 L (5 mg/mL) de reactivo MTT (Bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-yl)-
2,5 difeniltetrazolio) de Sigma-Aldrich a cada pozo.  
 
Un cambio de color desde amarillo a violeta indica crecimiento bacteriano. La 
concentración minima inhibitoria (CMI) se considera como la menor concentración 
del péptido que inhibe el 99,9% del crecimiento celular [76]. Como medida de 
seguridad se sellaron las placas con cinta de papel y se envolvieron en papel 
aluminio para protegerlas de la luz, ya que el reactivo MTT es fotosensible. 
 
Según los resultados que se obtengan con este ensayo, se planteará una 
estrategia de diseño de un nuevo AMP basado en modificaciones por biología 
computacional.  
 
5.4. Diseño de un AMP, basado en modificaciones en la secuencia de los 
péptidos seleccionados 
El diseño del nuevo péptido se realiza mediante estudios de biología 
computacional, empleando el servidor AntiBP (http: // www. imtech.res.in/ 
raghava/antibp/) [77], el cual fué creado con la base de datos: The antimicrobial 
peptide database (APD) de 2004, compuesta de la información detallada de 525 
péptidos antimicrobianos APD, (http: //aps. unmc. Edu / AP / main.php) [3].   
 
Las secuencias de los AMPs que presenten actividad inhibitoria frente M. 
smegmatis mc2155, M. tuberculosis H37Ra y sobre los aislados clínicos se 
someten a evaluación por el servidor.  
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Este servidor permite  analizar secuencias de 15 aminoácidos, tanto en el extremo 
N-terminal como en el C-terminal, de acuerdo con las posibilidades del mismo, en 
busca de aquella secuencia, dentro de los péptidos examinados, que posea mayor 
actividad antimicrobiana.  
 
Una vez seleccionada esta secuencia, se realizan cambios en algunos 
aminoácidos de manera específica y dirigida. Las matrices empleadas, indican la 
magnitud cuantitativa de la contribución de cada tipo de residuos en cada posición 
del péptido antibacteriano. El servidor permite calificar cada cambio con un puntaje 
(score) de actividad antibacteriana, según una escala numérica.  
 
5.5. Síntesis química del nuevo péptido diseñado  
El péptido es sintetizado mediante síntesis química en fase sólida, por la 
estrategia Nα-Fmoc, descrita previamente por Merrifield y modificada por Houghten 
[78]. Para la realización de la síntesis por Fmoc se utilizan como disolventes 
diclorometano (DCM), isopropanol (IPA), N,N’-dimetilformamida (DMF); también se 
usa ácido trifluoracético (TFA), 1-hidroxibenzotriazol (HOBt), N,N’ 
diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1,2-etanoditiol (EDT), como reactivos de síntesis. 
Como soporte sólido se usa la resina Rink Amida (Sustitución: 0.46 mmol/g); de 
igual manera se usan los diferentes L-α-aminoácidos (Fmoc-aminoácidos) de 
elevada pureza. El protector del grupo α-amino terminal de cada uno de los 
aminoácidos es el grupo 9-fluorenilmetoxicarbonilo (Fmoc). El protector de la 
cadena lateral para la Lisina (K) usada es el tertbutoxicarbonilo (Boc), para la 
Serina (S) es el grupo tertbutilo (tBu), y el resto de aminoácidos usados no poseen 
protección en su cadena lateral.  
 
Las reacciones de acoplamiento se realizan a temperatura ambiente, por 
activación del grupo carboxilo de cada aminoácido con DCC y HOBt (1:1) en DMF 
con 5 excesos. En los acoples que tengan alguna dificultad, se puede realizar una 
segunda activación con DCC y HOBt (1:1) en DMF-DCM (1:1) con 7 excesos, 
usando en todos los casos ensayo de la ninhidrina para verificación. La 
desprotección del péptido se realiza con solución de ácido trifluoroacético (95%), 
triisopropilsilano TIS (2.5%) (Merck) y agua desionizada (2.5%). 
 
5.6. Caracterización del péptido Modificado-I 
Para la realización de la cromatografía se usa una columna analítica RP18, marca 
Waters, y Acetonitrilo, Agua, Metanol y ácido trifluoracético como solventes grado 
HPLC para la caracterización del péptido. El péptido se identifica por 
Cromatografía líquida de alta eficiencia en fase reversa (CLAE-FR), cromatógrafo 
L7400 LaChrom Merck Hitachi. En una columna Waters RP-18 (5 µm) se aplican 
20 μL de la muestra (2 mg/mL), se eluye con el empleo de un sistema de gradiente 
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A/B de 0 a 70% B (A: Agua desionizada, B: acetonitrilo) en 30 minutos, con flujo 
de solvente utilizado de 1.0 mL/min y una temperatura de 21ºC. 
 
El péptido fué purificado por HPLC en fase reversa (RP-HPLC), cromatógrafo 
L7400 LaChrom Merck Hitachi y el peso molecular se determinó por 
espectrometría de masas en un espectrofotómetro Autoflex Bruker Daltonics 
Maldi-Tof. Este nuevo péptido fué nombrado Péptido Modificado-I 
 
5.7. Determinación de la actividad Citotóxica y Hemolítica del péptido 
Modificado-I 
5.7.1. Actividad citotóxica del péptido Modificado-I 
Esta actividad se determina frente a las células dendríticas. Estas células se 
obtuvieron a partir de la separación de glóbulos blancos por centrifugación en 
gradiente de Ficoll. La fracción de glóbulos blancos es lavada tres veces en PBS 
mediante centrifugación y posteriormente sembrada en cajas de Petri de 
poliestireno en medio RPMI para permitir durante 2 horas de incubación, la 
adherencia de los monocitos, los cuales son inducidos posteriormente a 
diferenciación hacia células dendríticas mediante la adición de IL-4 500UI/mL, y 
GM-CSF 1000UI/mL, cada 48 horas, hasta una tercera adición de citocinas; 24 
horas, luego de lo anterior, las células son removidas y sembradas en cajas de 96 
pozos de fondo plano e incubadas para adherencia durante 24 horas a 37ºC con 
atmósfera de CO2 al 5%.  
 
Para la determinación de los efectos citotóxicos del péptido modificado, sobre las 
células dendríticas, se siembran en cajas de 96 pozos, 0,1 mL de suspensión 
celular por pozo, a una concentración de 1 x 105 células/mL en medio RPMI con 
Suero Fetal Bovino (SFB) al 5%. Luego de 24 horas de incubación a 37ºC con 
CO2 al 5% para permitir la adhesión celular, se evalúan por duplicado ocho 
concentraciones distintas del péptido en RPMI, adicionando un volumen de 0.1 
mL/pozo de cada dilución. Son incluidos pozos controles con iguales diluciones de 
Paromomicina, Pentamidina, células sin péptido, y medio solo.  
 
Luego de la incubación a 37ºC con CO2 al 5% durante 72 horas, en presencia de 
las ocho diferentes concentraciones del péptido, la viabilidad celular es evaluada 
mediante el método de Alamar Blue. Brevemente, se adiciona resazurina a una 
concentración de 44 mM y se leen las unidades de fluorescencia arbitraria (UFA) 
luego de 4 horas adicionales de incubación bajo las mismas condiciones 
anteriores. La lectura de las unidades arbitrarias de fluorescencia se lleva a cabo 
en el espectrofluorómetro Genios Tecan usando el Software Magellan R. Los 
datos son exportados a Microsoft Excel 2000,  para la determinación de la 
concentración citotóxica media (CC50). 
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5.7.2. Actividad hemolítica del péptido Modificado-I 
Para la determinación de la actividad hemolítica del péptido Modificado-I, se 
siembran en cajas de 96 pozos fondo en V, 0,1 mL de suspensión de eritrocitos 
humanos grupo O Rh positivo, por pozo, a una concentración de 2% de su 
hematocrito final en Solución Salina al 0.9%. Se evalúan por duplicado ocho 
concentraciones distintas del péptido en solución salina, adicionando un volumen 
de 0.1 mL/pozo de cada dilución. Son incluidos pozos controles con iguales 
diluciones de Paromomicina, Pentamidina, eritrocitos sin péptido en solución 
salina correspondiente al 0% de hemólisis, y eritrocitos en agua destilada estéril 
como control del 100% de hemólisis [79]. Luego de la incubación a 37ºC con CO2 
al 5% durante 2 horas, las cajas son centrifugadas a 3500 r.p.m. y los 
sobrenadantes son recolectados para la determinación de la concentración de 
hemoglobina mediante su lectura a 550nm en un espectrofotómetro digital en el 
laboratorio de Equipos Comunes de la Facultad de Medicina de la Universidad 
Nacional de Colombia. Los datos son exportados a Microsoft Excel 2000 para la 
determinación de la concentración hemolítica media (CH50). 
 
5.8. Determinación de la CMI del péptido Modificado-I, método MTT 
Este ensayo de actividad antimicobacteriana del péptido Modificado-I, se realiza 
frente a M. tuberculosis H37Ra y M. smegmatis mc2155, de igual manera como se 
realizó frente a los péptidos Cecropina-B, Magainina-I y Mastoparán.  
 
5.9. Aislamiento de membrana celular de micobacterias 
La extracción de membrana celular de micobacterias se basa en el método de 
centrifugación diferencial para la extracción de membranas de bacterias 
implementado por Von Ballmoos, C., y colaboradores [52]. Se efectuaron 
modificaciones para implementar, según nuestras condiciones, un método 
mejorado de obtención de membranas de micobacterias. Este proceso se realiza a 
partir de un cultivo masivo (500 mL) de las cepas M. smegmatis mc2155 y M. 
tuberculosis H37Ra en medio líquido Middlebrook 7H9 + ADC al 10% + Tween 80 
al 0.05%, en fase logarítmica OD: 0,4 - 0,5. La totalidad de los cultivos se 
centrifugan a 4000 Xg durante 10 minutos a 4°C, el sedimento formado por la 
masa celular de lava tres veces en solución de lisis y homogenización (Ácido 
etilendiaminotetraacético (EDTA), 1.0 mM; y Fluoruro de fenil-metil-sulfonio 
(PMSF) 0.3 mM); en solución tamponada MOPS-Tris 10 mM; pH 7.4.  
 
La estabilidad de la enzima ATPasa es mayor en buffer de pH levemente alcalino 
(7.2-8.0) y todo el proceso de separación debe mantenerse en 4oC [48].  El pellet 
formado del último lavado, aproximadamente tres gramos en peso seco, se 
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suspende en 5 mL, aproximadamente, de la misma solución y se somete a un 
proceso de lisis en un Mini BeadBeater-16 (Biospec products) durante diez 
minutos en ráfagas de agitación violenta de un minuto cada una, en microviales 
con tapa que contiene pequeñas microesferas de Zirconio/Silica de 0,1 mm de 
diámetro y asegurando en hielo, temperatura de 4oC aproximadamente durante 
todo el procedimiento. La suspensión resultante de la ruptura celular es 
centrifugada para retirar células no rotas y demás interferencias a 7000 Xg durante 
40 minutos a 4°C.  
 
El sobrenadante se toma para realizar la extracción de las membranas. Éste es 
diluido en 10 mL de solución de lisis y las vesículas son sedimentadas por 
ultracentrifugación a 40000 Xg durante 35 minutos para separar la pared celular. 
Las fracciones que contienen las membranas se recuperan del sobrenadante y 
son sedimentadas de nuevo mediante ultracentrifugación a 100000 Xg durante 90 
minutos a 4°C.  
 
Se recupera la fracción del precipitado formado donde se encuentran las 
membranas celulares y se resuspende en 500 μL de solución de resuspensión 
(Sacarosa, 248 mM en solución amortiguadora MOPS-Tris 10 mM pH 7,2). Se 
hacen alícuotas y se congelan en Nitrógeno líquido; siendo así, las proteínas de 
membrana estables durante varios meses [48]. 
 
Para la determinación de la concentración de proteína de membrana se utilizó el 
método de Bradford-Zor-Selinger empleando albúmina de suero bovino (BSA) 
fracción V como patrón [80]. 
  
5.10. Determinación de la actividad ATPasa basal de membrana celular de 
micobacterias, por medición del Fosfato inorgánico (Pi) liberado 
Esta determinación se realiza por triplicado mediante el ensayo colorimétrico de 
hidrólisis de ATP y cuantificación de fosfato inorgánico liberado (Pi), método de 
Fiske-Subbarow, según recomendaciones de Kobayashi, H., 1972 [81, 82], previo 
a algunas modificaciones. Para la elaboración de la curva de calibración de fosfato 
liberado, se emplea como patrón, Fosfato monoácido de Potasio, K2HPO4,  50µM. 
 
El tiempo de incubación y la concentración de proteína de la membrana son 
ajustados de manera que el ensayo sea lineal con el tiempo. La degradación 
enzimática de ATP en estas condiciones es inferior al 10%.  
 
El medio de reacción está compuesto por solución amortiguadora MOPS, 10 mM 
pH 7,4; MgCl2, 3 mM; ácido tetra acético de etilenglicol-β-Aminoetil eter (EGTA), 4 
mM; proteína de membrana de M. smegmatis mc2155 y M. tuberculosis H37Ra, 40 
μg/mL. La mezcla de reacción se incuba durante 5min a 37ºC. Para dar inicio a la 
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reacción se adiciona ATP-2Na, 3mM y se continúa la incubación por 20 minutos a 
37ºC. El volumen final de reacción es 500 μL. 
 
La reacción es detenida y revelada mediante la adición de 200 μL de una solución 
que contiene acido sulfúrico, 2%; molibdato de amonio, 0.5%; ácido ascórbico, 
0.5% y ácido tricloroacético, 0.5% (método Fiske-Subbarow). Este reactivo 
reacciona con el Pi para formar ácido fosfomolíbdico que, en presencia de ácido 
ascórbico, forma una mezcla de óxidos de molibdeno de color azul que se mide a 
690nm.  
 
Las unidades de actividad enzimática se determinan mediante la interpolación de 
absorbancia medida a 690nm contra una curva de calibración realizada utilizando 
como patrón K2HPO4, 50 μM. Se divide ese valor entre el tiempo de reacción (20 
min), luego entre los microgramos de proteína (40 μg/mL) y finalmente se 
multiplica por 1000 para obtener el valor en µmol de fosfato inorgánico (Pi) 
liberado por miligramo de proteína por minuto. La actividad ATPasa basal de 
membrana de las micobacterias se reporta como Unidades.mg-1 de proteína.  
 
5.11. Estimulación iónica de la actividad ATPasa basal y efecto de 
inhibidores específicos 
Hasta la fecha, no se han realizado ni publicado estudios de clasificación de la 
actividad ATPasa total de membrana de micobacterias. Por lo tanto, la 
metodología empleada es el resultado de la adaptación de técnicas similares 
empleadas para membranas de células eucariotas [83]. 
 
El método de clasificación de la actividad ATPasa de membrana de la 
micobacterias, se basa en estimulación de la actividad basal según modificación 
de las condiciones iónicas controladas, así como la adición de inhibidores 
específicos para las diferentes clases de enzimas ATPasa, bien sea tipo P o tipo 
F.  
 
Se realizó un diseño experimental en donde se evalúa el efecto individual de los 
cationes Na+, K+, Na+/K+ y Ca2+, sobre la actividad ATPasa basal. La 
concentración iónica, en cada caso, se obtuvo de ensayos previos realizados en el 
grupo de investigación y las condiciones corresponden a la concentración óptima 
encontrada. De igual modo, se determina el efecto de inhibidores específicos 
sobre la actividad ATPasa basal y estimulada. Los inhibidores empleados son, 
Vanadato para la actividad ATPasa tipo P sensible a Vanadato [38], Ouabaína 
como inhibidor de la actividad Na+/K+ ATPasa [84] y el inhibidor 
Diciclohexilcarbodiimida (DCCD) específico de la enzima F1F0 ATP sintasa [85].  
 
El medio de reacción contiene los mismos componentes del ensayo de 
determinación de actividad ATPasa basal en adición de iones e inhibidores 
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seleccionados. Las condiciones ensayadas, para cada caso, se resumen en la 
tabla 1. 
 
 
    Condición 
 
Elemento 
Na+ 
ATPasa 
K+ 
ATPasa 
Na+/ K+  
ATPasa 
Ca2+ 
ATPasa 
F1F0  
ATPasa 
NaCl 40 mM - 130 mM - - 
CLH - 40 mM 20 mM - - 
Cacl2 - - - 3 mM - 
Vanadato 0.1 mM 0.1 mM - 0.1 mM - 
Ouabaína - - 4 mM - - 
DCCD - - - - 1 mM 
 
Tabla 1. Condiciones iónicas de ensayo: estimulación iónica de la actividad ATPasa basal. 
Concentración de los iones e inhibidores en 500 μL volumen final del medio de reacción de 
libración de Pi (Fiske Subbarow). Fuente: tabla propia. 
 
 
Como se señaló anteriormente, la enzima F1F0 ATPasa es la única para la cual se 
ha estudiado, de manera experimental, la importancia en la viabilidad de las 
micobacterias en diferentes condiciones y en la regulación del pHi; por lo tanto, el 
presente estudio se concentra en la actividad de esta enzima, específicamente.  
 
5.12. Determinación de la actividad ATPasa basal en vesículas de 
membrana, según la orientación vesicular 
En general, las vesículas de membranas celulares extraídas presentan las 
enzimas ATPasa como la F1F0 ATPasa en dos posibles orientaciones para el sitio 
activo de unión para el ATP (figura 14). 
 
La orientación transa, es la orientación original de una membrana celular, donde la 
enzima tiene el sitio de unión para el ATP hacia el interior; en esta configuración 
no presentan actividad ATPasa in vitro. La orientación Cis presenta el sitio de 
unión para el ATP al exterior y, por lo tanto, representa la población de vesículas 
con actividad ATPasa efectiva.  
 
La determinación de la actividad ATPasa, de las vesículas que se encuentran en 
configuración transa (sitio de unión para el ATP oculto), se realiza de igual manera 
y con los mismos componentes descritos en el procedimiento 5.10, previo a la 
incubación de las vesículas de membrana en presencia de los detergentes en 
concentración final: Brie 58 0,01%, 0,02% y 0,05%; Tritón X-100 0,5% y Sulfato 
Dodecyl de Sodio (SDS) 7 mM.  
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La actividad ATPasa de las vesículas en orientación trans, o el efecto de la 
presencia de los diferentes detergentes, se determina al comparar los resultados 
de actividad ATPasa basal, con la actividad obtenida en presencia de cada uno de 
los detergentes.  
 
5.13. Determinación de la actividad de bombeo de protones por la enzima 
F1F0 ATPasa 
La actividad de bombeo o entrada de protones en las vesículas de membranas, 
dirigida por la enzima F1F0 ATPasa de micobacterias, es seguida como la 
disminución de la absorbancia a 495 nm del ∆pH del derivado anaranjado de 
acridina [86]. Este ensayo fue adaptado desde la metodología empleada en el 
bombeo de protones en vesículas de membranas de plantas, el cual según su 
autor puede ser aplicado a otro tipo de ATPasa [4]. Se basa en la propiedad de la 
enzima F1F0 ATPasa, que al igual que la mayoría de las H
+-ATPasa encontradas 
en casi todos las células, acopla la hidrólisis de ATP al movimiento 
transmembrana de protones [87]. 
 
El medio de reacción contiene amortiguador Mops-KOH 10 mM pH 6.8; Ditiotreitol 
(DTT), 1mM; anaranjado de acridina (OA), 20 μM; Acido etilen-diamino-tretra-
acético anhídrido (EDTA), 1 mM; Cloruro de Potasio (KCl), 140 mM; proteína 50 
μg/mL; ATP, 4.0 mM.   
 
La mezcla se preincuba durante cinco minutos a 20°C, se registra la línea base y 
la reacción se inicia mediante la adición de 40 μL de MgCl2+, a una concentración 
final 4,0 mM. EL volumen final de reacción es de 1.0 mL. Las lecturas de 
absorbancia (espectrofotómetro dual Cary 50 Conc UV-Visible, lámpara de xenón), 
se registran a 490 nm cada diez segundos por 10 minutos.  
 
La medición del bombeo de protones se expresa como la variación de absorbancia 
a 495 nm en función del tiempo.  
 
5.13.1. Efecto de ionóforos sobre la actividad de bombeo de protones 
Una vez las lecturas de la absorbancia a 495 nm del ∆pH de la sonda anaranjado 
de acridina establezcan una tendencia a la estabilidad, se detiene el sistema de 
lectura de absorbancias y se adiciona Nigericina 6.0 μM a la cubeta de reacción, 
se mezcla y continúa con la lectura de absorbancia. Este ionóforo, tiene 
especificidad por los protones y cataliza el intercambio electroneutro entre 
Protones por Potasio y así no se logra construir un gradiente iónico.  Se continúa 
con el registro de las absorbancias hasta completar diez minutos del tiempo final 
de reacción. 
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5.14. Efecto de los AMPs preseleccionados y del péptido Modificado-I en la 
actividad ATPasa de membrana celular 
5.14.1. Efecto de los AMPs preseleccionados y del péptido Modificado-I en 
la actividad ATPasa basal por medición de Pi  
Esta determinación se realiza de igual manera que lo descrito en determinación de 
la actividad ATPasa basal de las proteínas obtenidas en las fracciones de 
membrana celular numeral 5.10, pero preincubando las vesículas de membranas 
plasmáticas con los péptidos seleccionados en concentraciones, 25 μM, 50 μM y 
100 μM, por diez minutos y se continúa con la determinación como se mencionó 
anteriormente por el método Fiske-Subbarow. El efecto de los AMPs en la 
actividad ATPasa de las proteínas de membrana de las micobacterias se 
determina al comparar los resultados en ausencia y presencia de los AMPs.  
 
5.14.2. Efecto del péptido Modificado-I en la actividad de flujo de protones 
generado por la enzima F1F0 ATPasa de membrana celular 
Esta determinación se realiza de igual modo que lo descrito en, determinación de 
la actividad de bombeo de protones por la enzima F1F0 ATPasa (5.13), pero 
preincubando las vesículas de membranas plasmáticas con el péptido Modificado-I 
en concentración 50 μM por cinco minutos y se continuó con la determinación 
como se mencionó anteriormente.  
 
El efecto del péptido Modificado-I en la actividad de bombeo de protones por la 
enzima F1F0 ATPasa de las proteínas de membrana de las micobacterias se 
determina al comparar los resultados en ausencia y presencia del péptido.  
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
6.1. AMPs seleccionados, según su actividad antimicobacteriana, por el 
método de difusión radial en agar  
6.1.1. Estandarización del método de difusión radial en agar de AMPs frente 
a micobacterias 
Las condiciones de las variables analizadas, con las que se obtuvieron  mejores 
resultados fueron:  
 
 Cantidad del inóculo de bacterias en placa de cultivo: los mejores 
resultados se obtuvieron sembrando en caja de petri 1 x 104 UFC de M. 
smegmatis mc2155. El inóculo se estandarizó realizando una cinética de 
crecimiento bacteriano, en la que diluciones seriadas de M. smegmatis 
mc2155 tomadas a diferentes tiempos de crecimiento, se sembraron en 
medio sólido LB y se hizo el conteo respectivo de las UFC a las 72 horas.  
 
 Técnica de siembra de las bacterias: los resultados obtenidos mostraron 
que la técnica de rastrillo producía un crecimiento bacteriano más 
abundante y uniforme en la placa de cultivo, lo que benefició la 
interpretación de los resultados. 
 
 Tiempo de incubación: los diferentes ensayos mostraron que el tiempo 
óptimo para evaluar la acción de los AMPs es 72 horas para M. smegmatis 
mc2155.  
 
 Forma de inóculo del AMP: los mejores resultados se obtuvieron inoculando 
directamente los AMPs sobre el agar con micropipeta, en condiciones 
estériles a concentraciones altas sobre la superficie del agar y evitando que 
la solución del péptido se difunda por más de 5 milímetros. El inocular los 
péptidos en orificios sobre la superficie producía resultados con baja 
reproducibilidad.  
 
6.1.2. Péptidos seleccionados según actividad antimicobacteriana. 
El tamizaje inicial de los AMPs, mediante el método de difusión radial en agar, 
mostró que de los doce péptidos probados, únicamente Mastoparán, Magainina-I y 
Cecropina-B, ejercen actividad inhibitoria en el crecimiento frente a las 
micobacterias. La tabla 2 resume los resultados de inhibición del crecimiento 
obtenido con los doce péptidos ensayados.  
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Péptido 
Gram positivas 
(S. aureus) 
Gram negativas 
(E. coli) 
micobacterias 
(M. smegmatis) 
Magainina I S S S 
Magainina II S S R 
Melitina S S R 
Mastoparán S R S 
Cecropina A S S R 
Cecropina B S S S 
Cecropina P1 R S R 
Bombina S S R 
Protamina R S R 
Protamina N S S R 
Protamina 2 R S R 
Protamina C S S R 
 
Tabla 2. Actividad antimicobacteriana de los péptidos sometidos a tamizaje. 
Los resultados de actividad de los AMPs a una concentración 150 μg/μl, frente a bacterias gram 
negativas, gram positivas y micobacterias, se indican sensible (S) o resistente (R), de acuerdo con 
el comportamiento de las bacterias frente a los péptidos en el método cualitativo de difusión radial 
en agar. Fuente: tabla propia. 
 
 
Los ensayos de difusión radial revelaron que, de acuerdo con el halo de inhibición 
(figura 5), la Cecropina-B mostró mayor inhibición seguido de Mastoparán y 
Magainina-I. 
 
 
 
Figura 5.  Actividad de los AMPs frente a las micobacterias determinada mediante difusión 
radial en agar. 
Los halos formados, indican la inhibición de crecimiento de M. smegmatis mc
2
155 crecido en agar 
LB (Luria Bertani) por acción de los AMPs. Se aplicó en cada punto 150 g/ l de cada péptido. Se 
obtuvieron resultados similares con M. tuberculosis H37Ra. Fuente: imagen propia. 
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Los resultados obtenidos por este método, demostraron que AMPs alfa helicales 
de carga positiva y longitud relativamente corta, como los preseleccionados, 
poseen cierta capacidad de inhibir el crecimiento de las micobacterias.  
 
Estudios han demostrado la capacidad bactericida de AMPs con estas 
características, frente a bacterias gram positivas y gram negativas [88, 89]. Los 
estudios son tan variados como es la concentración a la cual causan inhibición del 
crecimiento bacteriano. Péptidos pertenecientes a las familias japonicina, brevina y 
tigerinina, provenientes de la piel de sapos, han presentado actividad 
antimicrobiana frente a E. coli, en concentraciones que van desde  12 μM a >100 
μM [88]. Sin embargo, la actividad de esta clase de AMPs, frente a las 
micobacterias no ha sido tan ampliamente estudiada.  
 
A continuación, se determinó la Concentración Mínima Inhibitoria (CMI) utilizando 
el micrométodo colorimétrico utilizando MTT como indicador de viabilidad.  
 
6.2. Determinación de la Concentración Mínima inhibitoria (CMI) de los 
AMPs preseleccionados por el micrométodo colorimétrico con MTT 
Mediante esta técnica colorimétrica, se logró determinar la CMI de los péptidos 
Mastoparán, Cecropina-B y Magainina-I, considerado como la concentración 
mínima de péptido que produce disminución de la viabilidad hasta un 0,01% [90]. 
Este ensayo fue realizado en iguales concentraciones y condiciones para todos los 
AMPs. 
 
Los resultados de los ensayos MTT mostraron que Mastoparán, Cecropina-B y 
Magainina-I poseen una actividad similar entre M. smegmatis mc2155 y M. 
tuberculosis H37Ra (figura 6), pero diferencial frente a los aislados clínicos de 
Mycobacterium tuberculosis.   
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Figura 6.  Actividad de los AMPs frente a M. smegmatis mc
2
155 determinada con MTT.  
Medio Middlebrook 7H9-ADC (carril 1), M. smegmatis crecido en caldo Middlebrook 7H9-ADC, 
suplementado con diluciones seriadas a la mitad (2400 – 9,4 g/mL) de cada AMPs (carriles 2-10), 
50 g/mL de kanamicina (carril 11), o sin antibiótico (carril 12). Mastoparán (A), Cecropina-B (B), y 
Magainina-I (C). Fuente: imagen propia. 
 
 
El cambio de color de amarillo a púrpura, del reactivo MTT, se da en presencia de 
células viables. Es así como los pozos de la placa que tomaron el color púrpura, 
presentan células bacterianas que pudieron desarrollarse en la concentración 
presente del péptido. Las micobacterias sensibles a los AMPs y no viables no 
producirán el viraje del indicador. El MTT es un reactivo de óxido-reducción que, 
en condiciones de disminución de la concentración de oxígeno como las 
generadas durante la actividad metabólica bacteriana, cambia de color: del 
amarillo (estado oxidado) al púrpura (estado reducido) [75]. Al reducirse, su 
solubilidad en medio acuoso disminuye y se produce la precipitación de cristales 
del reactivo. El cambio de color de amarillo a púrpura, pudo ser identificado 
visualmente, lo que facilita la estimación de la concentración del péptido a la cual 
se inhibe el crecimiento bacteriano sin necesidad de utilizar lectores automáticos 
de absorbancia.  
 
La concentración calculada de los AMPs a la cual se inhibe el crecimiento 
bacteriano fue para Mastoparán 814.7 M, líneas A y B (pozo 3); Cecropina-B 
313.0 M líneas D y E (pozo 3) y Magainina-I 995.9 M líneas G y H (pozo 2). 
Estas concentraciones son calculadas para expresarse en términos de 
micromolaridad, para poder comparar los resultados con otros ensayos donde 
reportan la capacidad de inhibición celular de los péptidos en estas 
concentraciones.   
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Para la determinación de la CMI de los AMPs no se utilizan los volúmenes 
convencionales de cultivo, aproximadamente 5 a 10 mililitros [91], puesto que ese 
volumen de cultivo demanda una cantidad considerable de péptido, lo que resulta 
inviable en el desarrollo del estudio. El ensayo de inhibición de crecimiento 
bacteriano en placas de 96 pozos utilizando MTT como indicador de viabilidad, 
permitió disminuir el volumen de los cultivos a 200 L.  
 
La determinación de la CMI para estos AMPs realizada a los cuatro aislados 
clínicos de M. tuberculosis, mostraron que de manera similar a las micobacterias 
anteriormente estudiadas, estas cepas presentan cierta sensibilidad frente a los 
AMPs con un comportamiento variable en algunos casos. La figura 7 indica los 
resultados obtenidos con la cepa número 74. 
 
El empleo de cepas clínicas en ensayos de actividad antimicrobiana resultó 
valioso para el análisis de la actividad de estos compuestos en células que 
provienen de un ambiente natural del hospedero y no medios de cultivo, lo que 
puede llegar a modificar la maquinaria genética y, por lo tanto, la respuesta a 
estos compuestos. 
 
Los resultados obtenidos de este ensayo de determinación de CMI, mostraron que 
los aislados clínicos presentan alta sensibilidad frente a los péptidos 
seleccionados.  
 
 
  CECROPINA-B 
 
 MASTOPARÁN 
 
 MAGAININA-I 
Cecropina– B
Magainina I
Mastoparán
 
 
Figura 7.  Determinación CMI por el micrométodo MTT de los AMPs frente al aislado clínico 
número 74.  
Aislado clínico 74 de M. tuberculosis crecido en medio Middlebrook 7H9-ADC y suplementado con 
diluciones seriadas a la mitad (2400 – 9,4 g/mL) de los AMPs (carriles 2-10), 50 g/mL de 
kanamicina (carril 11), ó sin antibiótico (carril 12). Fuente: figura propia.  
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En la tabla 3 se resumen los resultados del ensayo MTT para los cuatro aislados 
clínicos frente a los AMPs seleccionados y comparados frente a la cepa M. 
tuberculosis H37Ra.  
 
 
Tabla 3. Corte de CMI de los AMPs seleccionados frente a los cuatro aislados clínicos 
ensayados. 
Se describen las concentraciones en unidades micromolares a las cuales los diferentes AMPs 
inhiben el crecimiento M. tuberculosis cepas clínicas patogénicas. Fuente: tabla propia. 
 
 
Se resalta que los aislados clínicos 74 y 114, los cuales son cepas patogénicas 
aisladas de pacientes con TBC pulmonar, muestran alta sensibilidad frente a todos 
los AMPs seleccionados respecto a M. tuberculosis H37Ra. En cuanto a 
Cecropina-B, los cuatro aislados clínicos mostraron una CMI mayor que la 
encontrada frente a M. tuberculosis H37Ra, excepto para la cepa número 114. Por 
otra parte Mastoparán y Maginina-I, mostraron un patrón se sensibilidad variable 
frente a los cuatro aislado clínicos.  
 
Estudios publicados sobre actividad de AMPs frente a M. tuberculosis Rv y 
aislados clínicos MDR, arrojan resultados variables, aunque en algunos casos la 
actividad reportada no es significativa, en otros ha sido reportada una clara 
sensibilidad de los aislados clínicos de M. tuberculosis frente a los AMPs [92]. Por 
ejemplo, algunos estudios muestran que los péptidos granF2 y G13, los cuales 
son derivados del péptido granulisina en concentración similar al presente ensayo 
(180-360 μM), inhiben el crecimiento in vitro de aislados clínicos de cepas de M. 
tuberculosis multirresistente y susceptibles [2]. Esta actividad es particularmente 
hallada frente a M. tuberculosis multirresistentes, dado que estas cepas presentan 
una condición fisiológica desmejorada, producida por el costo que implica el 
desarrollo de la resistencia. En este estudio se encuentra que la actividad de estos 
péptidos se incrementa al ser usada en combinación con etambutol [2]. Por lo 
tanto, estos resultados y de alguna manera los presentados en este documento, 
indican que las cepas multirresistentes podrían tener una susceptibilidad 
importante a los mecanismos naturales de defensa inmunológica, como los 
péptidos antimicrobianos.  
 
Cepa Cecropina-B ( M) Mastoparán ( M) Magainina-I ( M) 
H37Ra 313 814 995 
Aislado 74 522 169 104 
Aislado 85 522 1352  830 
Aislado 114 261 169 26 
Aislado 121 522 1352 830 
47 
 
Por otra parte, se ha identificado la capacidad de inhibir el crecimiento de las 
micobacterias a algunos péptidos de la familia de las Defensinas como el péptido 
Neutrofílico Humano (NHPs), Protegrinas (PRs) como el PR-39 y las Granulisinas 
[93, 94]. Estos péptidos causan lisis directa de las micobacterias a través de la 
permeabilización de las membranas para formar un canal regulado por voltaje 
provocando la fuga de metabolitos y muerte celular [95]. La capacidad de los 
AMPs de inhibir el crecimiento de las micobacterias sugiere que estos 
componentes podrían llegar a constituir un elemento clave en los enfoques de 
nuevas terapias frente a la tuberculosis y demás micobacteriosis. Sin embargo, 
una sólida pared celular y membrana celular estructurada, representan una 
barrera física que pueden proteger a estas bacterias contra componentes cuya 
acción pueden provocar su eliminación.  
 
Las estrategias de modificaciones de estos AMPs para formar péptidos 
transformados han resultado en una reducción significativa del número de 
bacterias en cultivo [96, 97]. A continuación, se describen las características de un 
nuevo péptido diseñado, desde un planteamiento basado en el análisis de las 
secuencias de los tres péptidos seleccionados en este trabajo y la aplicación de 
reformas específicas en sus secuencias, mediante estudios por biología 
computacional.  
 
6.3. Características del nuevo péptido Modificado-I 
Con ayuda de las herramientas bioinformáticas, empleando el servidor AntiBP 
(http: //www. imtech.res.in/raghava/antibp/), se logró seleccionar de los tres 
péptidos analizados, al péptido Magainina-I (GIGKFLHSAGKFGKAFVGEIMKS) 
como el que respondía mejor a los cambios en los aminoácidos de su secuencia.  
 
El análisis de la secuencia Magainina-I, tanto en los extremos N-terminal, C-
terminal y N,C-terminal, permitió seleccionar los 15 primeros aminoácidos del 
extremo N-terminal como la secuencia que, según la calificación (score) dada por 
el programa, debería tener una mayor capacidad antimicrobiana respecto a los 
demás grupos de 15 aminoácidos sometidos. 
 
Sobre estos 15 aminoácidos seleccionados N-GIGKFLHSAGKFGKA, se 
reemplazaron aminoácidos específicos de manera dirigida. La opción en la que se 
reemplazó el aminoácido Histidina (H) posición N´7 y Alanina (A) N´9 por Lisinas 
(K) fue aquella con la que consiguió el mayor valor de actividad antimicrobiana 
(score: 3.985). La secuencia final encontrada de 15 aminoácidos del péptido 
creado que, según el servidor posee un mayor valor de actividad antimicrobiana, 
se muestra en la figura 8. 
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Figura 8.  Características del péptido modificado-I.  
Esquema que identifica los aminoácidos que fueron cambiados y distribución según Helical Wheel. 
 
 
Las características del nuevo péptido de 15 aminoácidos, diseñado y nombrado 
como péptido Modificado-I, son: carga neta positiva, ya que este nuevo péptido 
tiene una carga neta de +5, distribución anfipática de los aminoácidos y estructura 
secundaria en alfa hélice. Estas características eran esperadas de acuerdo al 
programa de predicción de AMPs utilizado y son propias de los péptidos de alta 
capacidad antibacteriana [64]. En la distribución helical wheel, representada en la 
figura 8, se observa el carácter anfipático de la hélice, ya que hacia un lado de la 
hélice se sitúan los aminoácidos más apolares de la secuencia y hacia el otro lado 
los aminoácidos más polares en la hélice, a excepción del aminoácido Lisina de la 
posición 9, que en la distribución de se ubicó hacia el lado de los aminoácidos 
polares. Cambios puntuales como reubicar este aminoácido deberán ser tenidos 
en cuenta en el diseño de nuevos AMPs. 
 
Los péptidos antibacterianos, a pesar de tener características comunes, son muy 
variados, poseen diferentes longitudes y presentan poca homología en sus 
secuencias [64, 98]. Esto hace que la predicción de péptidos antibacterianos sea 
difícil.  
 
El programa utilizado, desarrolló un algoritmo para la predicción de péptidos 
antibacterianos con gran precisión. Esta predicción se basó en el análisis de la 
preferencia de los residuos de ubicarse bien sea en N o C-terminal, de todos los 
péptidos anotados en la base de datos APD (2004) como péptidos antimicrobianos 
[3], además de hacer una comparación con igual número de péptidos no 
bacterianos.  
 
Los aminoácidos ubicados en C-Terminal, son responsables de la interacción de la 
membrana y formación de poros, mientras que los residuos en N-Terminal son 
importantes en el proceso de interacción de bacterias específicas [99]. Para 
establecer los algoritmos matemáticos, en el diseño del programa, se utilizaron 
    
            GIGKFL H S A GKFGKA   
  
  
     
            GIGKFL K S K GKFGKA   
                  Score: 3,985   
                   Carga: +5   
                  Pm: 1566,1   
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tres técnicas clásicas de clasificación para predecir péptidos antibacterianos; éstas 
fueron, Máquina de soporte de vector (SVM), Redes neuronales artificiales (ANN) 
y Matriz cuantitativa (QM). La matriz utilizada, seleccionó un patrón de longitud fija 
de 15 residuos para poder establecer los parámetros [77].  
 
El modelo Maquina Soporte de Vector (SVM), permitió estudiar la composición de 
todos los aminoácidos de péptidos antimicrobianos con una precisión de 89,04% 
con una sensibilidad del 89,92% y una especificidad del 88,09%. Aunque este 
método permite predecir péptidos antibacterianos con gran precisión, al ser la 
longitud de los péptidos tan variada, por esta matriz se logró ajustar la longitud a 
quince aminoácidos como la más adecuada para realizar la predicción sin 
disminuir la precisión. Es así como al analizar secuencias de quince aminoácidos 
de por esta matriz se consiguió una precisión de 87,85%, 85,16% y 92,11%, en N, 
C y N + C terminal, respectivamente. Las Redes Neuronales  Artificiales (ANN), es 
una máquina de aprendizaje comúnmente utilizada en bioinformática. En este 
estudio se analizaron 15 residuos N, C y N+C-terminal, consiguiendo una 
precisión de 83,63%, 77,34% y 88,17%, respectivamente. El caso de Matriz 
Cuantitativa (QM), permitió calcular la contribución de cada residuo para cada 
posición del péptido antibacteriano. Por medio de una ecuación matemática se 
generó una matriz con los pesos de cada aminoácido en cada posición del 
péptido. El puntaje más positivo de un residuo en una posición determinada 
significa que este residuo es preferido o recomendado en esa posición. Esta 
matriz consiguió una precisión de 84,78%, 82,03% y 90,37%, con 15 residuos de 
N, C y N + C terminal, respectivamente. 
 
Estudios sobre la frecuencia de ciertos residuos en los péptidos antibacterianos 
demuestran que aminoácidos como Glicina (G), Arginina (R), Lisina (K) y Leucina 
(L), en el extremo N-Terminal y los residuos Lisina (K), Glicina (G), Cisteína (C), y 
Arginina (R) en C-terminal poseen gran capacidad antimicrobiana y además son 
frecuentes en los péptidos analizados. En general el estudio en que se basa el 
servidor empleado, identifica los residuos Cisteína (C), Glicina (G), Isoleucina (I) y 
Lisina (K) como altamente antibacterianos y se encuentran de manera frecuente 
en péptidos antimicrobianos. Residuos como Aspártico (D), Glutámico (E), Serina 
(S) y Prolina (P), no son representativos de los péptidos antimicrobianos. 
 
Estas observaciones son muy importantes para los estudios de diseño de nuevos 
péptidos antibacterianos, que permiten por medio de sustituciones de los 
aminoácidos en las posiciones determinadas, predecir y mejorar las características 
antibacterianas de éstos. 
 
Por análisis de la secuencia del nuevo péptido Modificado-I, con el servidor 
GeneRuner [100], se logró determinar la estructura secundaria alfa helicoidal y el 
punto Isoeléctrico del péptido, arrojando un valor de 10.61 y una masa molar de 
1566.1 g/mol. Se estableció la composición porcentual de aminoácido, la cual se 
muestra en la figura 9. Se observa que la composición mayoritaria en la secuencia 
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la encabeza Lisina con un valor cercano al 33%, seguido de Glicina con un valor 
de 26%. Estos residuos otorgan características antimicrobianas al péptido ya que 
son altamente antibacterianos y están frecuentemente en los AMPs. Además, las 
Lisinas aseguran la carga positiva y las Glicinas, como residuo formador de alfa 
hélices, contribuyen para que el péptido adopte esta configuración. Estas 
características facilitan la interacción con la membrana plasmática de las 
micobacterias.  
 
 
 
 
Figura 9.  Composición Porcentual de Aminoácidos en el péptido Modificado-I.  
Fuente: Gene Runner, en http://www.generunner.net/. Consultado en enero de 2009. 
 
La ubicación de aminoácidos hidrofóbicos facilita el mantenimiento de la estructura 
del péptido. Los factores que se deben tener en cuenta para el desarrollo de 
nuevos péptidos son: ubicación los aminoácidos polares y no polares en lados 
opuestos en el péptido (diseño anfipático) [98], cambio de aminoácidos 
hidrofóbicos por aminoácidos cargados y, preferiblemente, conservación de la 
estructura secundaria alfa helical [101]. 
 
6.4. Caracterización del péptido Modificado-I 
El péptido fue sintetizado por la  técnica Nα-Fmoc y purificado por cromatografía 
líquida de alta eficiencia en fase reversa. Los resultados de la cromatografía 
muestran que el péptido Modificado-I se obtuvo con un grado de pureza 
suficientemente alto, pues como se indica en la figura 10, muestra un solo pico 
cromatográfico, confirmado por el análisis espectrofotométrico donde la masas 
moleculares MALDI-TOF obtenidas concuerdan con la masa teórica determinada.  
 
 
51 
 
 
 
Figura 10.  Cromatograma del péptido Modificado-I.  
Cromatografía líquida de alto rendimiento, en fase reversa (RP-HPLC) y espectrometría de masas 
MALDI-TOF, con un pico de 1566 correspondiente al péptido Modificado-I. Fuente: figura propia. 
 
6.5. Actividad Citotóxica del péptido Modificado-I 
Para que los AMPs tengan aplicaciones farmacológicas, se requiere que posean 
actividad antimicrobiana pero que no muestren actividad citotóxica contra las 
células normales del huésped.  
 
El ensayo de actividad citotóxica sobre células dendríticas, demostró que el 
péptido Modificado-I presenta baja actividad citotóxica en las concentraciones 
ensayadas, 0.39 µg/mL a 50 µg/mL. El menor porcentaje de sobrevida de las 
células se encontró en el orden del 70% a la máxima concentración ensayada y 
del 100% a la menor concentración ensayada. Las mediciones se tomaron como 
el promedio de cinco ensayos distintos realizados por duplicado a las 
concentraciones descritas y reportados en Unidades de Fluorescencia Arbitrarias 
(UAF) y, en términos de porcentaje (%) o sobrevida, respecto a las UAF de las 
células sin tratamiento.  
 
6.6. Actividad hemolítica del péptido Modificado-I 
Además de no poseer actividad citotóxica, para que un AMP pueda ser efectivo, 
no debe presentar actividad hemolítica. La evaluación de la actividad hemolítica 
reveló que el péptido analizado no muestra actividad hemolítica significativa a las 
mismas concentraciones evaluadas para el ensayo de citotoxicidad. El mayor 
porcentaje de hemólisis encontrado fue del 1.5% a la concentración superior 
utilizada (50 µg/mL) y un porcentaje de hemólisis del 1% en las concentraciones 
inferiores (0.39 µg/mL). Estos resultados se expresan en términos de porcentajes 
de hemólisis, respecto a eritrocitos no expuestos a los péptidos, o sea eritrocitos 
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en Solución Salina al 0.9% y respecto a un 100% de hemólisis que corresponde a 
eritrocitos en agua destilada.  
 
6.7. Determinación de la Concentración Mínima inhibitoria (CMI) del 
péptido Modificado-I 
Los resultados del ensayo de inhibición del crecimiento de M. tuberculosis H37Ra, 
frente a los péptidos Magainina-I y Modificado-I, realizado con las mismas 
concentraciones, demuestran que la actividad inhibitoria del péptido Modificado-I 
es mayor, después de cuatro días de incubación. Los resultados se muestran en la 
figura 11.   
 
 
 
 
Figura 11.  CMI para el péptido Modificado-I.  
La CIM del péptido modificado-I frente a M. tuberculosis H37Ra es 319 M (D y E) y la obtenida 
con el péptido Magainina I, frente a la misma cepa: 690 M (A y B). 
 
 
Estudios llevados a cabo en el mejoramiento de AMPs como formación de híbridos 
sintéticos [97] o remplazo de aminoácidos [96], demuestran que los programas 
enfocados desde hace varios años, en el mejoramiento de los péptidos 
antimicrobianos, generan un efecto significativo en la actividad frente a M. 
tuberculosis. 
 
Las estrategias que buscan generar péptidos de actividad antimicobacteriana 
mejorada, deben estar dirigidas a lograr AMPs que, en lo posible, reúnan todas las 
características que aseguren la capacidad antimicrobiana como son carga neta 
positiva, hidrofobicidad y flexibilidad [64].  
 
Al obtener péptidos con carga neta positiva, se garantizan las interacciones con 
las cargas negativas de las membranas bacterianas; pero, esta carga positiva por 
si sola no es suficiente para asegurar que un AMP sea activo frente a las 
micobacterias, aunque sí lo sea frente a otras bacterias  [102, 103]. Por otra parte, 
la relación entre la hidrofobicidad y la carga positiva con actividad y selectividad 
sobre membranas bacterianas es clave para asegurar la actividad 
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antimicobacteriana. Sin embargo, esta condición tampoco es absoluta ya que se 
ha demostrado que péptidos formados por aminoácidos hidrofílicos e hidrofóbicos 
pueden resultar ser selectivos pero con baja actividad antimicrobiana [64, 103].  
 
De otra manera, estudios demuestran la capacidad antimicrobiana de los AMPs 
cuando actúan en combinación con los antibióticos tradicionales usados en la 
terapia antituberculosa, incrementan el poder de estos y actúan frente a cepas 
TBC-MDR. Por lo tanto, en los casos en que los péptidos no puedan ser usados 
de manera independiente, pueden ser administrados en combinación con los 
antibióticos actuales mejorando su potencia [72, 104, 105]. 
 
Al parecer la estrategia desarrollada en este estudio para el diseño del péptido 
Modificado-I, está correctamente enfocada, por cuanto se logró generar un nuevo 
péptido con las características propias de un potente AMPs. Lo anterior se ve 
reflejado en la actividad mejorada obtenida en comparación con el péptido original. 
Se especula que las características de este péptido podrían favorecer la 
interacción con lípidos aniónicos y blancos bacterianos, la inserción de la 
membrana y cambios conformacionales al interactuar con membranas biológicas.  
 
Aunque existen claves para dirigir el diseño de péptidos antimicobacterianos y, 
aún con la ayuda de servidores computacionales de predicción de actividad 
antimicrobiana muy aproximados, la verdadera actividad antimicrobiana, 
hemolítica y citotóxica de un nuevo AMP, se conoce hasta el momento en que es 
probado en ensayos de actividad biológica.   
 
 
6.8. Determinación de la actividad ATPasa de membrana celular por 
medición de fosfato inorgánico (Pi) liberado 
La actividad ATPasa basal presente en las membranas de las micobacterias fué 
cuantificada por la medición de Pi liberado debido a la hidrólisis de ATP (método 
Fiske-Subbarow). En el caso de M. smegmatis se encontró una actividad ATPasa 
de 12.8 ± 0.8 Unidades.mg-1 de proteína y con M. tuberculosis H37Ra de 14.6 ± 
0.7 Unidades.mg-1 de proteína. 
  
Son pocos los ensayos sobre actividad ATPasa en micobacterias hasta la fecha, 
pero al comparar resultados de este estudio con los obtenidos por Rao, M., 2001 
[9] en estudios sobre actividad F
1
F
0
-ATPasa de M. smegmatis, se encuentran 
datos similares en magnitud, puesto que reportan actividad ATPasa de 4.63±0.49 
y 6.48±0.43 Unidades.mg-1 de proteína, bajo condiciones de crecimiento a pH 7.0 
y 5.0, respectivamente, con proteínas obtenidas bajo un esquema general de 
centrifugación diferencial muy similar, aunque las condiciones de crecimiento 
fueron diferentes.  
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Los resultados indican la presencia de actividad ATPasa basal en las membranas 
de las micobacterias extraídas, la cual corresponde a la actividad de la totalidad de 
las enzimas con función ATPasa, que puede ser clasificada mediante ensayos de 
estimulación iónica y con el uso de los diferentes inhibidores. 
 
Se destaca que el método de extracción de proteínas de membrana, desarrollado 
y estandarizado en este estudio, asegura la viabilidad e integridad para la 
realización de este tipo de ensayos. La implementación del disruptor celular mini 
beadBeater mejoró el rendimiento y la estabilidad de las proteínas de membrana 
extraídas, ya que asegura la ruptura celular total de la muestra en diez minutos sin 
formación de espuma ni aerosoles.  
 
6.9. Efecto de la estimulación iónica y de inhibidores específicos sobre la 
actividad ATPasa basal 
Estudios llevados a cabo por nuestro grupo de investigación han logrado 
demostrar la presencia de la actividad Na+/K+ ATPasa dependiente en membranas 
de M. tuberculosis H37Ra y M. smegmatis mc2155, mediante ensayos de actividad 
bioquímica, (datos no publicados). En el presente trabajo se identificó, por primera 
vez, que además de la actividad Na+/K+ ATPasa dependiente, la presencia de 
NaCl y de CaCl2, causan un estímulo sobre la actividad ATPasa basal de 
membrana. Los incrementos en la actividad ATPasa basal de M. smegmatis en 
presencia de estos iones se muestran en la figura 12.  
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Figura 12.  Estímulo iónico sobre la actividad ATPasa basal de M. smegmatis.  
Se representa el porcentaje en que se incrementa la actividad ATPasa basal de M.smegmatis al 
poner los iones indicados en solución. Las condiciones se realizaron según lo señalado en 
materiales y métodos. Fuente: figura propia.    
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A fin de establecer la estimulación iónica diferencial, se realizaron ensayos en 
presencia de inhibidores específicos para cada tipo de ATPasa. Encontramos que 
la actividad ATPasa basal presente en las membranas de las micobacterias 
estaría compuesta en parte por ATPasa tipo P (sensible a Vanadato); como ya ha 
sido reportada, encontramos actividad especifica F1F0 ATPasa (inhibida por 
DCCD)  y se reproduce el resultado anterior del grupo de investigación en cuanto 
a presencia de Na+/K+-ATPasa (sensible a Ouabaína). 
 
Según los resultados experimentales obtenidos, se logró establecer la contribución 
de las actividades ATPasa iónicas específicas sobre la actividad ATPasa total. Los 
resultados de estas contribuciones para M. smegmatis y M. tuberculosis H37Ra, 
se resumen en la tabla 4. 
    
 
 
 
Tabla 4. Contribución de las diferentes ATPasas en la actividad ATPasa total de 
micobacterias. 
La actividad Na
+
, Ca
2+
 y Na
+
/K
+
 ATPasa es obtenida en presencia de los iones y en presencia y 
ausencia del inhibidor específico, en cada caso. La actividad F1F0 ATPasa se obtiene de restar a la 
actividad total, la actividad en presencia de DCCD. Los resultados corresponden al promedio de las 
mediciones por triplicado ± D.E. Fuente: tabla propia. 
 
A pesar de que el genoma de M. tuberculosis H37Rv posee genes que 
corresponden a varios sistemas de transporte activo primario, transporte 
secundario y transportadores tipo ABC [106], a excepción la proteína F1F0 
ATPasa, ningún sistema de transporte tipo ATPasa ha sido identificado 
bioquímicamente; lo anterior, a pesar de ser los mecanismos de comunicación 
celular y aquellos que regulan la energía y el pH celular, muy importantes para 
esta bacteria, que de acuerdo con sus características patogénicas y como se 
describió en el marco teórico, posee componentes que le permiten adaptarse a los 
cambios encontrados en el medio. 
 
De esta manera, este estudio representa un primer acercamiento en las 
características de transporte tipo ATPasa de membrana de las micobacterias cuya 
compleja estructura de la pared celular conduce al intercambio limitado y 
aislamiento relativo del medio exterior. 
 
Debido a la importancia de la enzima F1F0 ATPasa de M. tuberculosis, tanto en el 
mantenimiento de ATP como en el control del pH intracelular y por ser el único 
sistema de transporte que ha sido parcialmente documentado en micobacterias, 
Especie bacteriana Total Na 
+  ATPasa Ca +2   ATPasa 
M. smegmatis 12,8±0.19 2,04±0.27 2,79±0.29 
M. tuberculosis Ra 14,6±0.17 1.99±0.24 3.06±0.30 2,45±0.33 
3,09±0.18 
3,5±0.21 
Na + /K +  ATPasa F 1 F 0  ATPasa 
2,54±0.30 
Actividad ATPasa (Unidades/mg proteina) 
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es sobre esta enzima específicamente que se dirigieron los ensayos de actividad 
de los AMPs seleccionados en este trabajo.   
 
6.10. Determinación de la actividad ATPasa según la orientación vesicular 
En los ensayos de determinación de actividad ATPasa basal, se midió la actividad 
de las vesículas de membranas en configuración cis (sitio de unión para el ATP 
expuesto). Con la adición de detergentes, se determinó el porcentaje de actividad 
de la población de vesículas de membrana en orientación trans. En la figura 14 se 
representan las configuraciones de una membrana celular. 
 
La medición de la actividad ATPásica de la población de vesículas que permanece 
en orientación tipo trans (sitio activo para unión del ATP oculto) se determinó en 
presencia de los detergentes Brij-58, SDS y Tritón X-100, considerando la 
concentración micelar crítica (CMC) de cada uno de ellos. Estos detergentes 
permeabilizan las membranas celulares a bajas concentraciones y permiten 
exponer los sitios activos de unión del ATP al medio de reacción, lo que favorece 
la respuesta a los ensayos de actividad enzimática in vitro [86, 107, 108].  
 
Se encontró que de los tres detergentes ensayados, el Brij-58 (C16E20) originó un 
mayor porcentaje de exposición de sitios de unión del ATP, lo que corresponde a 
la actividad de la población de vesículas que se encontraban en estado de latencia 
(configuración trans). La concentración óptima para este detergente fue 0.02%. 
Los porcentajes de exposición de sitios de unión del ATP, según los diferentes 
detergentes empleados, se muestran en la figura 13. 
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Figura 13.  Efecto de la concentración de detergentes sobre la actividad ATPasa basal.  
Se representa el porcentaje de latencia o porcentaje de respuesta de la actividad ATPasa de M. 
tuberculosis H37Ra en presencia de los diferentes detergentes. Fuente: figura propia. 
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Esta propiedad del detergente Brij-58, aunque no había sido estudiada en 
membranas bacterianas, es similar a la reportada en ensayos con membranas 
vegetales donde se ha demostrado que puede permeabilizar las vesículas de 
plantas a bajas concentraciones evitando la inhibición ATPasa en altas 
concentraciones [107]. Sin embargo, el porcentaje de exposición de los sitios de 
unión al ATP determinado para micobacterias es menor a los porcentajes 
reportados en estudios con vesículas de plantas tratadas con Brij-58 [108]. Lo 
anterior, apoyado en las observaciones que demuestran que las membranas 
bacterianas tienen tendencia a formar vesículas en configuración cis, cuando son 
extraídas. Los conceptos de orientación vesicular se muestran en la figura 14. 
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BA
Cara cis
Cara trans
Cara trans
Cara cis
ATP
H+
H+
Sitio de 
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Figura 14.  Cambio de configuración de vesículas de membranas en presencia de Brij-58.  
Se representan los conceptos vectoriales de orientación cis y trans de una vesícula de membrana y 
de los sitios activos de unión del ATP. Este efecto puede ser conseguido, en parte, por congelación 
y descongelación repetida. Fuente: figura propia. 
 
Según los resultados, se demuestra que el método de extracción de membranas 
empleado permite obtener aproximadamente un 80% de sitios de unión al ATP 
expuestos en vesículas en configuración cis y un 20% de sitios ocultos en 
vesículas en configuración trans.  
 
El detergente Brij-58, además de ser ideal para la determinación de la orientación 
de las vesículas celulares de acuerdo a la actividad ATPasa latente, tiene la 
propiedad adicional de permitir la formación de vesículas de membranas selladas 
con sitos de unión al ATP expuestos [108]. Esta conformación de vesículas de 
membrana es muy útil en el desarrollo de ensayos de bombeo de protones.  
 
6.11. Actividad de bombeo de protones por la enzima F1F0 ATPasa 
Al igual que la mayoría de las H+-ATPasas, la enzima F1F0 ATPasa acopla la 
función de hidrólisis de ATP al transporte transmembranal de protones [4, 87]. 
Estas dos funciones pueden ser determinadas de manera independiente.  
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En este estudio se determinó la función de la enzima F1F0 ATPasa de las 
micobacterias en su actividad ATPasa mediante un ensayo de liberación de P i y, 
ahora, como enzima transportadora de protones en este ensayo de bombeo de 
protones. 
 
El flujo de protones llevado a cabo por esta enzima, puede ser seguido con el uso 
de derivados metacromáticos como el anaranjado de Acridina (OA), el cual ha sido 
usado en diferentes ensayos, en los que se relacionan los cambios en la 
absorción, registrados espectrofotométricamente en respuesta a la formación de 
gradientes de pH en sistemas de vesículas de membranas selladas [4]. La 
determinación del flujo de protones requiere un sistema de vesículas sellado en 
configuración cis para que el bombeo de protones se pueda realizar y se garantice 
la acumulación de los protones. De acuerdo con lo demostrado en el ensayo 
anterior, las vesículas de membrana de las micobacterias permanecen 
aproximadamente un 80% en esta orientación, la cual garantiza la exposición de 
los sitios de unión del ATP al medio, favoreciendo la reacción.  
 
En este estudio, la actividad de bombeo de protones llevado a cabo por la enzima 
F1F0 ATPasa se inició con la adición de Magnesio, como se describió en 
materiales y métodos y se registraron los cambios en la absorbancia de la forma 
protonada del OA (OA+H+) a 495 nm.  
 
Los resultados, demuestran una disminución gradual de la absorbancia del OA 
protonado (OA+H+) a partir del tiempo determinado como línea base, hasta el 
momento donde las lecturas se estabilizan. Los registros de las lecturas para el 
ensayo de bombeo de protones de M. tuberculosis H37Ra se representan en la 
figura 15. 
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Figura 15.  Resultados para el ensayo de Bombeo de Protones para M. tuberculosis H37Ra.  
Se registran las lecturas de absorbancia a 495 nm del OA+H
+ 
cada 10 segundos. Las lecturas 
representan la actividad de bombeo de protones llevado a cabo por la enzima F1F0 ATPasa 
comparado con el control negativo DCCD, 1.0 mM. La flecha indica el momento en que se adiciona 
Magnesio. Fuente: figura propia. 
 
 
La disminución de la absorbancia observada representa un estado donde la tasa 
de OA protonado (OA+H+), en el exterior de las vesículas, disminuye al disociarse 
en OA libre y H+1 libre en el espacio extravesicular [109]. El OA libre no absorbe 
energía a 495 nm. Los protones en el espacio extravesicular son bombeados al 
interior de las vesículas, por la enzima F1F0 ATPasa de la membrana, que tiene el 
sitio de unión del ATP expuesto al exterior. La acumulación de protones en el 
interior vesicular favorece la disociación del AO+H+ y, por lo tanto, la absorbancia 
continúa disminuyendo. De esta manera la disminución de la absorbancia del 
OA+H+ determina, de manera indirecta, la función de la enzima F1F0 ATPasa 
como transportadora de protones. 
 
Los registros de la absorbancia se estabilizaron aproximadamente al minuto seis 
(figura 15); esto indica un estado de máxima acumulación de protones dentro de 
las vesículas. Por lo tanto, la enzima F1F0 ATPasa no puede seguir bombeando 
protones, lo que establece un equilibrio entre el OA protonado y OA libre en donde 
la absorbancia es constante.  
 
La actividad de bombeo de protones llevada a cabo por la enzima F1F0 ATPasa se 
confirma mediante el uso del inhibidor DCCD, concentración 1 mM en volumen 
final 1 mL. Cuando el DCCD se adicionó a la reacción, no se detectó disminución 
en las lecturas de absorbancia, tal como se indica en la figura 15. 
Mg
2+
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De esta manera, se establece la funcionabilidad de la enzima F1F0 ATPasa como 
transportadora de protones en las vesículas de membrana extraídas, por primera 
vez en este tipo de ensayos de bombeo de protones en micobacterias. 
 
6.11.1. Efecto del ionóforo Nigericina en el bombeo de protones 
Para demostrar que la enzima F1F0 ATPasa está generando una acumulación 
intravesicular de protones, se utilizó el ionóforo Nigericina 6 μM, el cual cataliza el 
intercambio electroneutro de H+ por K+ y ocasiona el retorno de las lecturas 
correspondientes al nivel basal de absorbancia [79, 110]. Este ionóforo se adicionó 
al medio de reacción una vez los registros de absorbancia a 495 nm fueron 
estables, aproximadamente en el minuto seis, estado de máxima acumulación de 
protones dentro de las vesículas. En este momento se observó un incremento 
súbito de la absorbancia hasta llegar a las lecturas cercanas de la línea base 
donde se estabilizaron. El comportamiento de las lecturas se resume en la figura 
16. 
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Figura 16.  Efecto del ionóforo Nigericina en la actividad Bombeo de Protones.  
La flecha indica el momento en que se adicionó Nigericina 6 μM. Se observa el retorno de las 
lecturas a la línea basal. Fuente: figura propia. 
 
 
El aumento súbito de la absorbancia obedece a que el ionóforo Nigericina tiene 
afinidad por los protones y facilita la salida de los H1+ acumulados en las 
vesículas, intercambiándolos por K+ extravesicular. Los protones liberados al 
espacio extravesicular, se unen con el OA, formando de nuevo OA+H+1, que causa 
el aumento de la absorbancia. La Nigericina altera la entrada de protones a la 
vesícula, al perturbar el gradiente de protones establecido durante el bombeo de 
protones [111]. 
Nigericina 
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Este fenómeno confirma que la enzima F1F0 ATPasa de vesículas de membrana 
de M. tuberculosis H37Ra posee un sistema de transporte activo de protones que 
genera una acumulación intravesicular de protones, la cual fué confirmada cuando 
se utilizó el ionóforo Nigericina. 
 
6.12. Efecto de los AMPs en la actividad ATPasa de membrana celular 
6.12.1. Efecto de los AMPs seleccionados y del péptido modificado-I en la 
actividad ATPasa basal  
Para establecer si existe una correlación, entre la inhibición del crecimiento de las 
micobacterias, ocasionado por efecto de los AMPs ensayados en células 
completas y con un posible efecto en el funcionamiento de las enzimas ATPasa de 
membrana, se desarrolló este ensayo de determinación de actividad ATPasa 
basal, empleando el mismo método de cuantificación basado en la metodología de 
Fiske-Subbarrow en membranas de las micobacterias, pero presencia de estos 
AMPs. 
 
Como se demostró anteriormente los AMPs seleccionados y el péptido 
Modificado-I inhibieron el crecimiento de M. smegmatis y M. tuberculosis H37Ra 
en un rango de concentraciones entre 300 a 800 M en ensayos con células 
completas.  
 
Ahora, se determina el efecto de estos péptidos frente a las enzimas ATPasa de 
membrana. Las concentraciones seleccionadas fueron 100 M, 50 M, y 25 M. 
Estudios sobre el efecto de AMPs en la actividad de proteínas de membrana de 
bacterias no han sido publicados, por lo tanto las concentraciones utilizadas fueron 
seleccionadas de acuerdo a los rangos de concentraciones empleadas en 
ensayos de actividad citotóxica y hemolítica para AMPs [112]. 
 
Se determinó que la medición de PI por hidrólisis de ATP, realizado en presencia 
de los AMPs, es menor en comparación a la reacción en ausencia de estos 
péptidos. La determinación de esta actividad se realizó por triplicado en ensayos 
dobles y en todas las concentraciones de los péptidos señaladas. (Datos no 
mostrados). 
 
Los resultados hallados sugieren que todos los AMPs analizados en este estudio 
tienen la capacidad de inhibir en cierto grado la actividad ATPasa. Esta 
disminución de la actividad ATPasa es directamente proporcional a la 
concentración de los AMPs. La relación entre la actividad de los AMPs sobre 
membranas micobacterianas y la concentración de éstos ha sido señalada en 
algunos estudios [101].  
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Sin embargo, el interés es demostrar la capacidad inhibitoria de los AMPs sobre la 
actividad ATPasa a la menor concentración encontrada. Por lo tanto, los 
resultados obtenidos en concentración 100 M no se consideran como actividad 
eficiente; bajo la concentración 25 M ensayada, aunque demostró cierta 
inhibición de la actividad, los resultados obtenidos no fueron reproducibles. Por 
otra parte, con la concentración 50 M se encontró inhibición de la actividad 
ATPasa y los resultados fueron reproducibles. Este comportamiento fue 
identificado de igual manera para todos los AMPs en estudio. Los resultados de 
inhibición de la actividad ATPasa de membrana de M. tuberculosis Ra, por efecto 
de los tres péptidos seleccionados y del péptido Modificado-I a la concentración 50 
M, son representados en la figura 17. 
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Figura 17.  Porcentaje de inhibición de la actividad ATPasa basal en presencia de los AMPs.  
Se representa el porcentaje de inhibición de la actividad ATPasa, ensayo Fiske-Subbarow en 
presencia de los AMPs incluyendo el péptido Modificado-I en concentración 50 M. Fuente: figura 
propia. 
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Figura 18.  Deltas de inhibición de la actividad ATPasa basal en presencia de los AMPs.  
Esta inhibición está representada sobre la actividad total, sin poder determinar la proporción en la 
que las diferentes enzimas ATPasa están siendo perturbadas. Fuente: figura propia. 
 
 
Según los resultados encontrados, se demuestra que todos AMPs seleccionados,  
de alguna manera, logran inhibir la actividad ATPasa total de la membrana de las 
micobacterias. Los porcentajes de inhibición obtenidos son significativos aunque 
similares en todos los AMPs analizados. Se destaca que la mayor inhibición de la 
actividad se dio por cuenta del péptido Modificado-I, lo que se correlaciona con la 
mayor actividad determinada para este péptido en ensayos con células completas. 
 
La inhibición de la actividad ATPasa total es trascendental, ya que podría resultar 
en un colapso de los gradientes transmembrana requeridos para los procesos 
celulares, lo que puede llevar a la muerte celular.  
 
La actividad obtenida con el péptido Modificado-I según el planteamiento de este 
estudio, al igual que los otros trabajos publicados sobre modificaciones de los 
AMPs, como la evaluación de la actividad biológica de segmentos cortos de AMPs 
[6], apoyan la utilidad de estrategias de mejoramiento de los péptidos con 
actividad antimicobacteriana, los cuales tienen la ventaja adicional de ser cortos y 
factibles de generar por síntesis química.  
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6.12.2. Efecto del péptido Modificado-I en la actividad de bombeo de 
protones 
De acuerdo con los resultados encontrados frente a la capacidad de los AMPs 
estudiados, de inhibir la actividad ATPasa total de membrana de las micobacterias 
en concentración 50 M y teniendo en cuenta que el péptido Modificado-I presentó 
un mayor efecto a la misma concentración, dirigimos la determinación de la 
actividad de este péptido, específicamente, sobre la función de la enzima F1F0 
ATPasa de membrana de las micobacterias en su función sobre el flujo de 
protones.  
 
Para determinar el efecto del péptido Modificado-I sobre la actividad de esta 
enzima, se desarrolló el ensayo de bombeo de protones con vesículas de 
membrana de M. tuberculosis H37Ra, de acuerdo a lo descrito en 5.13, en 
presencia del péptido. 
 
Se encontró que la presencia del péptido Modificado-I causa inhibición de la 
función de la enzima F1F0 ATPasa en bombeo de protones. Los registros de las 
absorbancias se representan en la figura 19. Este comportamiento es similar al 
observado con el inhibidor DCCD.  
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Figura 19.  Efecto del péptido Modificado-I sobre la actividad de bombeo de protones.  
Se indica el comportamiento de la absorbancia de OA en presencia y ausencia del péptido 
Modificado-I, 50 μM. Se observa una interrupción del bombeo de protones por la enzima F1F0 
ATPasa para M. tuberculosis H37Ra similar al control DCCD. La flecha indica el momento en que 
se adiciona Magnesio. Fuente: figura propia. 
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De manera paralela, la inhibición de la actividad ATPasa total de membrana de M. 
tuberculosis H37Ra, causada por el péptido Modificado-I, se relaciona con la 
capacidad de inhibición del crecimiento de las micobacterias en el ensayo CMI, 
con células completas. La actividad antimicobacteriana de este péptido sobresale 
frente a los demás AMPs estudiados. 
 
La actividad de bombeo de protones desarrollado específicamente por la enzima 
F1F0 ATPasa se encuentra alterada por cuenta de este mismo péptido. La 
inhibición de la enzima F1F0 ATPasa de M. tuberculosis puede ser interpretada 
como una alteración de la capacidad de esta enzima de regular la concentración 
intracelular de protones (pHi) de las micobacterias. Lo anterior atenta con la 
viabilidad de las bacterias, ya que la regulación del pHi, es una agresión 
importante para esta bacteria que debe mantener un estricto control de la 
concentración de protones interna para el adecuado funcionamiento de las 
proteínas vitales. 
 
En el presente estudio se demuestra la capacidad de inhibición del crecimiento de 
las micobacterias por los AMPs seleccionados en células completas. Se 
demuestra, además, la capacidad de estos péptidos de interactuar con la 
superficie externa de membranas bacterianas cargada negativamente.  
 
Cuando se analiza el efecto de los péptidos sobre las proteínas ATPasa en 
vesículas de membrana celular en orientación cis, se determina una inhibición de 
las proteínas de membrana cuando estos péptidos interactúan con la cara interna 
de la membrana bacteriana, lo que resultó en alteración de las enzimas tipo 
ATPasa. De manera especifica, el péptido Modificado-I, altera el funcionamiento 
de bombeo de protones de la F1F0 ATPasa. 
 
Lo anterior plantea que estos AMPs estudiados y, en mayor proporción, el péptido 
Modificado-I, tienen la capacidad de unirse a la membrana bacteriana tanto por su 
lado citosólico como periplásmico, de acuerdo con la orientación de estas 
membranas. El mecanismo específico de unión y de interacción los péptidos 
estudiados con las membranas celulares de M. tuberculosis H37Ra, no es 
establecido pero los resultados obtenidos dan claros indicios que estos péptidos 
pueden interactuar con la cara externa de las membranas de las micobacterias y 
cuando se unen a la cara interna pueden interferir con la función de las enzimas 
ATPasa y específicamente con la F1F0 ATPasa transportadora de protones. 
 
Se resalta la importancia de investigar las características bioenergéticas de las 
membranas de las micobacterias, así como el funcionamiento de proteínas de 
membrana, como un punto importante en la identificación de nuevos blancos 
terapéuticos, lo que puede ayudar a alcanzar los objetivos en cuanto a reducción 
del tiempo de tratamiento y acción en cepas resistentes.  
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7. CONCLUSIONES 
 
 Se estandarizó un protocolo adecuado para el tamizaje de actividad de 
péptidos antibióticos mediante difusión radial. 
 
 Los  AMPs, Cecropina-B, Magainina-I y Mastoparán, presentan actividad 
variable frente a M. smegmatis, M. tuberculosis H37Ra y aislados clínicos de 
M. tuberculosis, hasta el momento no descrita.  
 
 Se estableció un protocolo adecuado y favorable para la extracción de 
membrana celular de micobacterias, de utilidad en estudios de actividad 
enzimática. 
 
 La actividad ATPasa de la membrana plasmática de M. smegmatis y M. 
tuberculosis H37Ra, disminuye por acción de los péptidos seleccionados, por 
lo que estas enzimas esenciales podrían ser uno de los blancos de la acción 
de los AMPs sobre las micobacterias. 
 
 La estrategia empleada en el diseño de un nuevo péptido antimicrobiano, 
basada en modificaciones del péptido Magainina, permitió la síntesis de un 
péptido de actividad antimicobacteriana superior al original. Se encontró que 
este nuevo péptido inhibe la actividad F1F0 ATPasa encargada de la 
regulación del pHI de las micobacterias. 
 
 Los resultados obtenidos en el presente proyecto podrían ser de gran utilidad 
en el diseño de nuevos fármacos antituberculosos, de potencial ayuda en el 
control de la resistencia antibiótica y/o la infección latente. 
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8. RECOMENDACIONES 
 
 
 Identificar el sito de unión exacto del péptido Modificado-I en la membrana 
celular de M. tuberculosis. Determinar si la unión del péptido se da en la cara 
citosólica o periplásmica de la membrana.  
 
 Determinar la actividad del péptido Modificado-I frente a la función de las 
enzimas ATPasas de humanos.  
 
 Continuar con los estudios de caracterización de enzimas ATPasa de las 
micobacterias, específicamente con las de tipo P. 
 
 Continuar con estudios de estructura-función de péptidos antibacterianos y 
diseñar nuevos péptidos antimicobacterianos con ayuda de servidores 
actualizados.  
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